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A.       Arteria 
Aa.       Arteriae 
ABI      ankle brachial index 
ADP      Adenosindiphosphat 
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ca.       circa 
Ca2+      Kalziumionen 
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cm       Zentimeter (10-2 Meter) 
CRL      Charles River Laboratories 
CRP      C-reaktives Protein 
dF/dtmax      Kontraktionsgeschwindigkeit 
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eNOS      endotheliale NO Synthase 
eNOS-/- Mäuse     eNOS defiziente Mäuse  
et al.      et alii 
F       Kontraktionskraft 
FDA      Food and Drug Administration 
g       Gramm  
g/s       Gramm pro Sekunde 
HbA1C      glykiertes Hämoglobin 
HDL      high density lipoprotein 
IGF      Insulin like growth factor 
IgG      Immunglobulin Gamma 
Kg       Kilogramm 
KHK      koronare Herzkrankheit 
LDI      laser doppler imaging 
Abkürzungen 
 
LDL      low density lipoprotein 
M.       Musculus  
max.      maximal 
min      Minuten 
ml       Milliliter  
mm      Millimeter  
mmHg      Millimeter Quecksilbersäule 
mmol      Millimol  
ms       Millisekunde  
n       Anzahl 
mA      Milliampère 
MW      Mittelwert 
NADPH      Nicotinamid-Adenin Dinucleotid 
Phosphat 
NO      Stickstoffmonoxid 
OP       Operation 
p       Signifikanzniveau 
PAVK      periphere arterielle Verschlusskrankheit 
PBS      phosphate buffered saline 
PDE      Phosphodiesterase 
PDGF      platelet derived growth factor 
PGE1      Prostaglandin E1 
PGI2      Prostazyklin I2 
PLC      Propionyl-L-Carnitin 
Ppm      parts per million  
PTA      perkutane transluminale Angioplastie 
ROS      reaktive Sauerstoffspezies 
RZ       Relaxationszeit 
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SEM      standard error of the mean/  
Standardfehler des Mittelwertes 
sGC      soluble guanylate cyclase 
V.       Vena 
Vol.      Volumen 
Abkürzungen 
 
z. B.      zum Beispiel 






Die periphere arterielle Verschlusskrankheit (PAVK) ist bei älteren Menschen eine häufige 
Manifestation der systemischen Atherosklerose (Ouriel 2001). Durch eine atherosklerotisch 
bedingte Verengung der Arterien kommt es zur Minderdurchblutung der 
Extremitätenmuskulatur. Der überwiegende Teil (2/3) der Erkrankten ist asymptomatisch 
(Stadium I nach Fontaine), kann aber über einen verminderten Knöchel Arm Index (ankle 
brachial index (ABI) < 0,9) diagnostiziert werden. Die Symptome im Stadium II nach 
Fontaine (Claudicatio intermittens) sind belastungsabhängige Schmerzen, die zu körperlichen 
Leistungseinbußen führen. Im Stadium III nach Fontaine leidet der Patient schon in Ruhe an 
Schmerzen und zur chronisch kritischen Extremitätenischämie, mit trophischen Störungen, 
kommt es im Stadium IV nach Fontaine (Cetin & Baumgartner 2004). 
Neben einer allgemein höheren Morbidität und Mortalität infolge anderer kardiovaskulärer 
Ereignisse, liegt bei Patienten mit Claudicatio intermittens eine erhebliche Einschränkung der 
Belastbarkeit vor. Die maximale Belastungsgrenze ist verglichen mit Gesunden im gleichen 
Alter um 50 % reduziert (Hiatt et al. 1990). Dies führt zu einer erheblichen Beeinträchtigung 
der Lebensqualität, da sowohl berufliche, als auch Freizeitaktivitäten stark eingeschränkt sind 
(Regensteiner et al. 1996, Dumville et al. 2004).  
Therapien verfolgen also zwei Ziele: Zum einen soll das Fortschreiten der Atherosklerose 
vermindert und damit das erhöhte kardiovaskuläre Risiko gesenkt werden, zum anderen sollen 
die Symptome vermindert werden, um eine Steigerung der Leistungsfähigkeit und 
Lebensqualität zu erreichen. 
Die Verminderung der Symptomatik bei Patienten mit Claudicatio intermittens stellt 
allerdings noch eine Herausforderung dar. Operative Ansätze sind hauptsächlich für Patienten 
in fortgeschrittenen Stadien (Stadium III und IV nach Fontaine) indiziert (Comerota 2001). 
Gehtraining ist nur unter strenger ärztlicher Überwachung sinnvoll und effektiv (Stewart et al. 
2002). Arzneimittel zur medikamentösen Behandlung beschränken sich zur Zeit auf wenige 
wirksame Präparate. Aus diesem Grund ist die Entwicklung neuer Substanzen zur 









Allerdings sind die derzeit vorhandenen präklinischen Modelle für die Indikation PAVK nicht 
standardisiert und außerdem zum größten Teil nicht mit klinisch wirksamen Substanzen 
validiert. Daher war es Ziel dieser Arbeit neue, standardisierte in vivo Modelle für die 
Indikation Claudicatio intermittens zu entwickeln, die sich möglichst nah an der klinischen 
Situation orientieren. Diese Modelle sollen mit dem derzeitigen Therapie-Standard Cilostazol 











2.1 Die periphere arterielle Verschlusskrankheit (PAVK) 
Der Pariser Neurologe Jean Martin Charcot beschrieb 1858 erstmals die Symptome eines 
Patienten mit PAVK. Er prägte den Begriff der „Claudicatio intermittens“. Claudicare kommt 
aus dem lateinischen und bedeutet hinken. Claudicatio intermittens steht also für ein 
intermittierend auftretendes Hinken und beschreibt das Hauptsymptom des Stadiums II nach 
Fontaine (Cetin & Baumgartner 2004). 
 
2.2 Epidemiologie und Risikofaktoren 
2.2.1 Epidemiologie 
Die klinische Prävalenz der PAVK liegt bei Menschen über 65 bei etwa 12 %, bei Menschen 
über siebzig steigt sie auf bis zu 20 % (Regensteiner & Hiatt 1994). Trotz einer allgemein 
progressiven Entwicklung der PAVK, haben 75 % der Patienten stabile Symptome. Diese 
Stabilisierung ist allerdings auch durch die verringerte Aktivität der Patienten und nicht nur 
durch eine fehlende Progressivität der Erkrankung erklärbar (McDermott et al. 2004). Nur bei 
25 % kommt es zu einer Verschlechterung der Symptome. Bei etwa 10 % davon wird eine 
Revaskularisierung und bei weniger als 2 % eine Amputation durchgeführt (Dormandy et al. 
1999). Zu einer Verschlechterung der PAVK kommt es am häufigsten bei Patienten mit 
multiplen Stenosen, die einen niedrigen ABI haben, an Diabetes mellitus leiden oder eine 
Niereninsuffizienz haben und außerdem starke Raucher sind.  
Bei Patienten mit PAVK liegt außerdem eine stark erhöhte Gefährdung für andere 
atherosklerotisch bedingten Krankheiten wie z. B. Herzinfarkt oder Schlaganfall vor (Leng et 
al. 1996). Die 5-Jahres Mortalität bei Patienten mit PAVK liegt insgesamt etwa bei 30 % 
(Dormandy et al. 1999). Von diesen Patienten sterben etwa 55 % an den Folgen einer 
koronaren Herzerkrankung, etwa 10 % an den Folgen eines Schlaganfalls und etwa 10 % an 
den Folgen eines anderen vaskulären Ereignisses (z. B. rupturiertes Aortenaneurysma). Nur 






Dabei konnte gezeigt werden, dass die Mortalität umso höher ist, je stärker ausgeprägt der 
Verschluss ist (Hiatt 2001). 
 
 
Abbildung 2-1  
5 Jahres Mortalität bei Patienten mit PAVK (modifiziert nach Diehm et al. 2004)  
  
2.2.2 Risikofaktoren 
Die PAVK betrifft häufig ältere Patienten (Ouriel 2001). Das Risiko an einer PAVK zu 
erkranken verdoppelt sich ab dem 40. Lebensjahr alle zehn Jahre (Hiatt 2001). Neben dem 
Alter ist das Rauchen einer der größten Risikofaktoren. Raucher haben, verglichen mit 
Nichtrauchern, ein 1,7 bis 5,6 mal größeres Risiko an der PAVK zu erkranken und sie leiden 
drei mal so häufig an Symptomen (Fowkes et al. 1992, Dormandy & Rutherford 2000). Des 
weiteren liegt das Risiko einer Amputation bei rauchenden Patienten bei 11 % und bei 
nichtrauchenden bei 0 % (Dormandy et al. 1999). 
Auch Diabetes mellitus gilt als Risikofaktor an der PAVK zu erkranken. Unklar ist allerdings 





Faktoren im Zusammenhang mit dem metabolischen Syndrom (Insulinresistenz, 
Hyperinsulinämie, Adipositas, Hyperlipidämie, Hypertonie) im Vordergrund stehen (Reaven 
1988). Die Prävalenz der PAVK ist auf jeden Fall bei diabetischen Patienten 1,5 bis 6 mal 
höher als bei nichtdiabetischen Patienten (Kannel & McGee 1985, Murabito et al. 1997). Als 
weiterer Risikofaktor ist die arterielle Hypertonie zu nennen. In der „Framingham Heart 
Study“ wurde gezeigt, dass Männer mit Hypertonie ein 2,5 mal höheres Risiko und Frauen 
mit Hypertonie ein 3,9 mal höheres Risiko haben, zusätzlich an einer PAVK zu erkranken 
(Kannel & McGee 1985). Dahingegen zeigte die „Whitehall Study“ keine Verbindung 
zwischen Hypertonie und PAVK (Smith et al. 1990). Diese Diskrepanz lässt sich damit 
erklären, dass die Hypertonie Ursache der Atherosklerose, aber auch Folge einer 
Atherosklerose sein kann. Außerdem ist es möglich, dass die Hypertonie, infolge eines 
verstärkten Perfusionsdrucks, das Auftreten der Symptome eines Claudicatio intermittens 
verzögern kann (Dormandy et al. 1999). 
Das Vorhandensein einer Hyperlipidämie (Serum Cholesterin Konzentration > 240 mg/dl) 
geht nach Untersuchungen der „Framingham Heart Study“ mit einem zweifach höheren 
Risiko einher an einer PAVK zu erkranken (Murabito et al. 1997). Dabei ist die 
Konzentration an HDL (high density lipoprotein) der spezifischste Parameter. Je geringer das 
Serum HDL, desto höher das Risiko (Kannel & McGee 1985). Eine aktuelle Studie (Ridker et 
al. 2001), bei der verschiedene Lipide und atherothrombotische Biomarker untersucht 
wurden, kam zu dem Ergebnis, dass der Quotient aus Gesamtcholesterin und HDL und 
zusätzlich das C-reaktive Protein (CRP) die wichtigsten Parameter zur Vorhersage des PAVK 
Risikos sind. Die Arbeitsgruppe um Cheng (Cheng et al. 1997) fand außerdem heraus, dass 
Lipoprotein (a) Konzentrationen von mehr als 24 mg/dl ein zweifach höheres Risiko für eine 
PAVK darstellen.  
Bei Patienten, die in jungen Jahren (< 55 Jahren) eine PAVK entwickeln liegt bei bis zu 30 % 
eine mittelgradige Hyperhomocysteinämie vor (Clarke et al. 1991). Die 
Hyperhomocysteinämie entsteht meist aufgrund eines genetischen Defektes eines Enzyms   
(z. B. Cystathionin ß Synthase) im Homocysteinmetabolismus. Bei der genetisch vererbten 
Hyperhomocysteinämie kommt es dadurch frühzeitig zu atherosklerotischen Veränderungen 
in den Gefäßen (Dormandy et al. 1999). Aber auch Defekte im Vitamin B12 Metabolismus 
und ein Folsäuremangel können ursächlich sein. Homocystein erleichtert die Oxidation von 
LDL (low density lipoprotein) und verursacht über die Bildung von reaktiven 
Sauerstoffspezies (ROS) eine endotheliale Dysfunktion und führt zu einer vermehrten 





al. 1995) ergab, dass die Hyperhomocysteinämie allgemein mit einem ca. sechsfachen Risiko 
einhergeht, an einer PAVK zu erkranken. Allerdings wird die Wertigkeit erhöhter Lipoprotein 
(a)-Spiegel und Homocystein-Spiegel als Risikofaktoren für die PAVK noch diskutiert 
(Ridker et al. 2001). 
 
2.3 Pathophysiologie 
Die systemische Atherosklerose ist meist für die Entstehung einer PAVK verantwortlich. 
Selten sind es entzündliche (Thromboangiitis obliterans) oder tumoröse Prozesse, die zu 
dieser Erkrankung führen. 
 
2.3.1 Atherosklerose 
Die Pathophysiologie der Atherosklerose beinhaltet verschiedene eng miteinander verknüpfte 
Prozesse, wie Veränderungen im Lipidprofil (erhöhtes LDL, erniedrigtes HDL), oxidativer 
Stress, endotheliale Dysfunktion, Entzündung, vermehrte Proliferation von glatten 
Muskelzellen, Plättchenaktivierung und Thrombosen.  
Die endotheliale Funktion spielt bei der Entstehung und Progression der Atherosklerose eine 
entscheidende Rolle. Seit Furchgott und Zawadzki (Furchgott & Zawadzki 1980) ist das 
Endothel als Regulator der vaskulären Homöostase identifiziert. Die Aufgaben beinhalten die 
Regulation des vaskulären Tonus (Vasodilatation oder –konstriktion), die Kontrolle der 
vaskulären Permeabilität und der Blutgerinnung. Unter physiologischen Bedingungen stellt 
das Endothel eine anti-thrombotische (Plättchenaggregationshemmung) und anti-
inflammatorische (Hemmung der Monozytenadhesion) Oberfläche dar (Faxon et al. 2004). 
Vielfältige vaskuläre Funktionen des Endothels werden über die Freisetzung auto- und 
parakrin wirkender Mediatoren, wie z. B. Stickstoffmonoxid (NO), Prostaglandine, 
Endothelin und Angiotensin II vermittelt. NO wird im Endothel durch die endotheliale NO 
Synthase (eNOS) aus der Aminosäure L-Arginin gebildet. Dabei wird L-Arginin unter 
Sauerstoffverbrauch durch NADPH zu L-Citrullin oxidiert und NO freigesetzt. NO diffundiert 
in zahlreiche Zielzellen, um dort über die Aktivierung zum Beispiel der löslichen 
Guanylatzyklase (sGC) zu einer vermehrten Bildung von cGMP zu führen. Über diesen 





Plättchenaggregationshemmung, Proliferationshemmung von glatten Muskelzellen) vermittelt 
(Linz et al. 1995). 
Die endotheliale Dysfunktion hingegen ist gekennzeichnet durch eine verminderte 
endothelabhängige Vasodilatation. Schon bei Patienten mit Risikofaktoren für die Entstehung 
einer Atherosklerose, ohne dass bereits atherosklerotische Gefäßveränderungen nachweisbar 
sind, kann eine endotheliale Dysfunktion diagnostiziert werden (Celermajer et al. 1992). Die 
endotheliale Dysfunktion gilt daher als Vorläufer der Atherosklerose. Zentrales 
Charakteristikum der endothelialen Dysfunktion ist eine verminderte Produktion von NO 
durch eine entkoppelte eNOS (Mangel am Substrat L-Arginin, Abwesenheit des Kofaktors 
Tetrahydrobiopterin (BH4), Inhibition der eNOS z. B. durch asymmetrisches Dymethylarginin 
(Boger et al. 1997)) und damit eine verminderte Bioverfügbarkeit von NO. Diese führt zu 
einer verminderten Vasodilatation, zu einer Plättchenaktivierung, zu einer vermehrten 
Bildung inflammatorischer Zytokine und endothelialer Zelladhäsionsmoleküle (ICAM-1, 
VCAM-1, E-Selektin) und damit zu einer gesteigerten Adhäsion und Transmigration von 
Entzündungszellen in die Gefäßwand. Da freigesetztes NO unter physiologischen 
Bedingungen die glatte Muskelzellproliferation hemmt, ist die Folge einer verminderten 
Bioverfügbarkeit von NO die erhöhte Proliferation von glatten Muskelzellen. Diese Faktoren 
fördern weiterhin die Entstehung einer Atherosklerose (Faxon et al. 2004). Gleichzeitig 
kommt es durch die Entkoppelung der eNOS zu einer vermehrten Bildung von 
Superoxidradikalen. Diese vermindern die NO Bioverfügbarkeit noch mehr und wirken 
außerdem zellschädigend und direkt proatherogen (Kawashima & Yokoyama 2004). 
Eng mit diesem Mechanismus der Atheroskleroseentstehung verbunden ist ein verändertes 
Lipidprofil; d. h. erhöhte LDL und erniedrigte HDL Cholesterin Serum Spiegel. An der 
Oberfläche von Endothelzellen befinden sich Rezeptoren für LDL Cholesterin. Bei einem 
veränderten Lipidprofil, zugunsten des LDL Cholesterins, kommt es zu einer Anhäufung von 
LDL in der Gefäßwand (Brown & Goldstein 1990). LDL wird dann dort unter oxidativen 
Bedingungen vermehrt oxidiert (Henriksen et al. 1981, Morel et al. 1984, Chisolm et al. 
1999) und als oxLDL von Makrophagen, aber auch von anderen vaskulären Zielzellen 
aufgenommen. Die Makrophagen wandeln sich daraufhin in ortsständige Schaumzellen um. 
Darauf folgt eine vermehrte Freisetzung von Wachstumsfaktoren und Zytokinen, die 
wiederum zu einer weiteren Aktivierung und Migration von Monozyten und zu einer 
gesteigerten Proliferation von glatten Muskelzellen führen. Entstehende Schaumzellen und 
die vermehrte Proliferation von glatten Muskelzellen führen zu einem weiteren 





50 % des Plaquevolumens ausmachen (Faxon et al. 2004). Ein kardiovaskuläres Ereignis 
entsteht dann meist als Folge einer Ruptur der fibrösen Kappe des Plaque, da durch den 
vermehrten oxidativen Stress und die verminderte NO Verfügbarkeit Matrixmetalloproteine 
freigesetzt werden, die zu einer Schwächung der fibrösen Kappe führen (Endemann & 
Schiffrin 2004).  
 
2.3.2 Folgen der atherosklerotisch bedingten Stenose  
Bei der PAVK führen atherosklerotisch bedingte Stenosen in den Beinarterien zu einer 
Minderdurchblutung der entsprechenden Muskulatur. Dies hat, über die isolierte Stenose 
hinausgehende, funktionelle und strukturelle Folgen für die poststenotischen Gefäße und die 
von ihnen versorgte Muskulatur. 
Die normale Ruhedurchblutung des Skelettmuskels liegt bei etwa 5 ml/min pro 100 g Muskel 
und kann unter normalen Bedingungen durch Belastung auf das zehnfache gesteigert werden. 
Liegt in einem Gefäß eine Stenose vor, ist der Strömungswiderstand in den betroffenen 
Gefäßen stark erhöht, und eine physiologische Durchblutungssteigerung unter Belastung ist 
nicht mehr möglich (Steinacker et al. 2002). Eine Kompensation ist durch 
Kollateralgefäßbildung (Arteriogenese), vermehrte Kapillarisierung (Angiogenese) oder 
Gefäßdilatation möglich. Die Arteriogenese und Gefäßdilatation werden durch verstärkte 
Scherkräfte am Endothel, die zu einer Aktivierung von vasoregulativen Mechanismen führen, 
ausgelöst (Heil & Schaper 2004). Bei der Aktivierung der Angiogenese spielen lokale 
Ischämie bedingte Faktoren eine Rolle (Ito et al. 1997).  
Bei Patienten mit peripherer Verschlusskrankheit ist allerdings die Endothelfunktion durch 
vorhandene Risikofaktoren wie Rauchen oder Diabetes im Vergleich zum Gesunden meist 
schon stark eingeschränkt. Vasokonstriktive Mechanismen überwiegen dadurch. Es kann nur 
noch bedingt zu einer Kompensation kommen. Infolge der peripheren Minderperfusion wird 
zusätzlich lokal das Renin-Angiotensin System aktiviert. Dieses führt wiederum zu einer 
verstärkten Vasokonstriktion, und damit zu einer weiteren Verminderung des Blutfluss. Diese 
Mangeldurchblutung selbst führt dann, zusammen mit der vermehrten körperlichen Inaktivität 
der betroffenen Patienten, zu einer Abnahme der Muskelmasse (Steinacker et al. 2002), so 
dass insgesamt eine Einschränkung der maximalen Belastbarkeit von bis zu 50 % vorliegt 





2.4 Diagnose und Symptomatik 
Die Diagnose PAVK wird häufig übersehen, beziehungsweise bei einem multimorbiden 
Patienten nicht als erste Priorität behandelt (Hirsch et al. 2001). Das liegt oft daran, dass die 
Erkrankung zum einen in Ruhe meist gut kompensiert wird und zum anderen meist andere 
Erkrankungen (z. B. KHK) vorhanden sind, die zunächst medizinisch im Vordergrund stehen 
(Dawson et al. 2002). 
Zur Diagnose ist die Erhebung einer gründlichen Anamnese unumgänglich. Eine Möglichkeit 
dafür ist die Verwendung eines Fragebogens der WHO („Rose questionnaire“(Rose 1962)), 
der 1992 von Leng und Foweks („Edinburgh Claudication Questionnaire“) (Leng & Fowkes 
1992) weiter modifiziert wurde. Weiteren Aufschluss gibt die genaue klinische Untersuchung 
des Patienten (Criqui et al. 1985). 
Kardinalsymptom der PAVK ist das Auftreten von Schmerzen, Krämpfen oder einer 
Muskelermüdung unter Belastung, die in Ruhe wieder komplett verschwindet. Die 
Ausprägung der Symptome ist abhängig von der Lokalisation und Ausdehnung der Stenose 
(Cetin & Baumgartner 2004). Bei Stenosen im Bereich der A. femoralis kommt es zu 
Schmerzen vor allem im Bereich der Wadenmuskulatur. Bei Schmerzen in der Hüfte, im 
Oberschenkel oder im Gesäß liegt die Stenose eher im Bereich der Aorta oder der A. iliaca 
communis (Ouriel 2001).  
Das spezifischste und sensitivste Screening Instrument zur klinischen Diagnostik einer PAVK 
ist die Messung des ABI, die relativ einfach durchführbar ist. Dabei wird der 
Knöchelarteriendruck mit dem Oberarmarteriendruck ins Verhältnis gesetzt. Normal ist in 
Ruhe ein ABI von 1. Patienten mit PAVK dagegen haben in Ruhe einen ABI von < 0,91. 
Dabei haben sie im Stadium I und II nach Fontaine (Claudicatio intermittens) einen ABI von 
0.91 bis 0.41. Bei niedrigeren Werten befinden sich die Patienten bereits im Stadium III bis 
IV nach Fontaine. Im Stadium III kommen Schmerzen auch schon in Ruhe vor, im Stadium 
IV kommt es darüber hinaus zu ischämischen Läsionen. Diese Messung gilt als sehr 
spezifisch. Eventuell sind bei Patienten mit Diabetes mellitus oder Niereninsuffizienz falsch 
negative ABI Messungen möglich. Durch diese Erkrankungen kann es zu einer Kalzinose der 
Gefäßmedia kommen. Die Gefäße werden dadurch zunehmend inkompressibel und es kommt 
zur Messung falsch hoher Verschlussdrücke von >1,3. In manchen leichten Fällen kann der 
ABI, trotz vorhandener Symptomatik, im Normbereich liegen. Hier kann ein Belastungstest 
auf dem Laufband, unter standardisierten Bedingungen weiter Aufschluss geben (Cetin & 





Bei einem standardisierten Belastungstest auf dem Laufband wird die Strecke ermittelt, die 
der Patient gehen kann, bis die ersten Schmerzen auftreten (maximale schmerzfreie 
Gehstrecke). Außerdem wird die Strecke ermittelt, die der Patient gehen kann, bis ihn die 
Schmerzen zum Anhalten zwingen (maximale Gehstrecke). Die Bestimmung der maximalen 
schmerzfreien und der maximalen Gehstrecke geben Aufschluss über die funktionelle 
Einschränkung des Patienten. Außerdem ist es eine gute Möglichkeit zur Dokumentation des 
Therapieverlaufs (Dawson et al. 2002). 
 
 
Stadium  klinische Symptomatik       ABI  
 
      I   asymptomatisch      > 0,91 
 
    IIa   max. schmerzfreie  
Gehstrecke > 200m  
 
    IIb   max. schmerzfreie  
Gehstrecke < 200m      0,41-0,9 
 
    II   ischämische Läsionen ohne hämodynamische  
 kompl.  Störungen (Knöchelarteriendruck >50mmHg) 
 
 
    III   Ruheschmerzen 
 
 
    IV   ischämische Läsionen      < 0,4 
    (Gangrän, Nekrose, Ulzeration) 
 
Abbildung 2-2  








Ist aufgrund der Schwere der Erkrankung eine operative Intervention vorgesehen, wird auch 
bildgebende apparative Diagnostik durchgeführt. Ein häufig verwendetes, nicht invasives 
Verfahren ist die farbkodierte Duplex Sonographie. Mit Hilfe dieses Verfahrens lässt sich die 
Morphologie der Stenose und ihre funktionelle Auswirkung beschreiben. Die Entscheidung, 
ob eine Intervention notwendig ist, kann mit diesem Verfahren getroffen werden 
(Koppensteiner 2005). Der Goldstandard zur Lokalisation und Bestimmung des Ausmaßes 
von Stenosen, ist die Kontrast Angiographie. Bedingt durch die Nierentoxizität der 
Kontrastmittel darf die Kontrast Angiographie allerdings nicht bei Patienten mit 
Niereninsuffizienz angewendet werden. Bei diesen Patienten ist die Durchführung einer 
Magnet Resonanz Angiographie angezeigt (Ouriel 2001). 
 
2.5 Therapie  
Die Therapie der PAVK hat zwei Ziele. Einerseits soll das Fortschreiten der Atherosklerose 
vermindert und damit das erhöhte kardiovaskuläre Risiko gesenkt werden, andererseits soll 
die Symptomatik verringert und damit die Leistungsfähigkeit und Lebensqualität gesteigert 
werden.  
Bei der Therapie der Atherosklerose und Senkung des erhöhten kardiovaskulären Risikos 
stehen die Behandlung der Risikofaktoren und eine Plättchenaggregationshemmung im 
Vordergrund. 
 
2.5.1  Behandlung des erhöhten kardiovaskulären Risikos  
2.5.1.1 Behandlung der Risikofaktoren 
Zu der Behandlung der Risikofaktoren gehört die Aufgabe des Rauchens (Baumgartner et al. 
2005). Die Aufgabe des Rauchen führt aber nach einer Metaanalyse von Girolami und 
Kollegen (Girolami et al. 1999) nicht automatisch zu einer Verlängerung der maximalen 
Gehstrecke. Sie verringert aber das Risiko einer kritischen Extremitätenischämie und senkt 
das kardiovaskuläre Risiko allgemein (Hirsch et al. 1997).  
Diabetikern, die an der peripheren Verschlusskrankheit leiden, wird von der American 





Verschiedene Studien (UK Prospective Diabetes Study (UKPDS) Group 1998) zeigten 
allerdings, dass damit nur eine Verbesserung von mikrovaskulären Störungen                        
(z. B. Retinopathien) und ein Trend in Richtung einer Verminderung des kardiovaskulären 
Risikos erzielt werden kann. Eine Verbesserung der Symptome der PAVK konnte nicht 
eindeutig gezeigt werden. 
Bei PAVK Patienten, die an Hypertonie leiden, sollte der Blutdruck auf < 130/85 mmHg 
gesenkt werden. Zur Behandlung der Hypertonie werden häufig z. B. Betarezeptorenblocker 
eingesetzt. Die Gefahr einer Verschlechterung der Symptome durch eine 
Betarezeptorenblocker bedingte Vasokonstriktion konnte in einer Metaanalyse verschiedener 
Studien nicht bestätigt werden (Radack & Deck 1991). Außerdem hat der Einsatz von 
Betarezeptorenblocker eine zusätzliche kardioprotektive Wirkung (Hiatt 2002). In der HOPE 
Studie konnte durch den Einsatz des ACE Hemmers Ramipril bei Patienten mit PAVK, 
zusätzlich zur Blutdrucksenkung, auch ein positiver kardioprotektiver Effekt nachgewiesen 
werden (Yusuf et al. 2000). 
Durch eine entsprechende Behandlung (Diät, medikamentöse Lipidsenkung) sollte zusätzlich 
vor allem die LDL Konzentration auf < 100 mg/dl gesenkt werden. In der „Heart Protection 
Study“ konnte gezeigt werden, dass eine Senkung von LDL durch Simvastatin allgemein zu 
einem stark verminderten kardiovaskulären Risiko führt (MRC/BHF Heart Protection Study 
2002). Außerdem führen Statine auch zu einer Senkung von erhöhten CRP Spiegeln, die als 
proinflammatorischer Faktor ein Risiko für die Erkrankung mit der PAVK darstellen (Ridker 
et al. 2001). 
Eine Senkung der Homocysteinspiegel durch eine Gabe von Vitamin B oder Folsäure ist 
möglich, allerdings sind noch keine Daten verfügbar, die zeigen, dass eine Senkung der 
















Bei Patienten mit PAVK ist eine lebenslange Thrombozytenaggregationshemmung angezeigt 
(Baumgartner et al. 2005). In einer Metaanalyse (Antithrombotic Trialists' Collaboration. 
2002) wurde durch eine Thrombozytenaggregationshemmung mit Aspirin eine 25 %ige 
Reduktion des Risikos errechnet, ein kardiovaskuläres Ereignis (Herzinfarkt, Schlaganfall, 
kardiovaskulärer Tod) zu erleiden. Als Thrombozytenaggregationshemmer kommen 
außerdem zwei weitere Präparate der Klasse der Thienopyridine in Frage: Ticlopidene und 
Clopidogrel. Ticlopidine zeigte zum Beispiel in der „Swedish Ticlopidine Multicenter Study“ 
eine signifikante Risikoreduktion ein kardiovaskuläres Ereignis (Herzinfarkt, Schlaganfall, 
vaskulärer Tod) zu erleiden (Janzon 1996). Aber aufgrund von schweren Nebenwirkungen, 
wie Neutropenie und Thrombozytopenie, wird Ticlopidine kaum eingesetzt (Hiatt 2002). In 
der „CAPRIE“ Studie (Clopidogrel versus Aspirin in Patients at Risk of Ischemic Event) 
wurde in mehr als 19.000 Patienten die Wirksamkeit beider Substanzgruppen erstmals 
miteinander verglichen. Die relative Risikoreduktion von Clopidogrel versus Aspirin lag bei 
8,7 % in der Gesamtpopulation und bei 23,8 % in der Subpopulation von PAVK Patienten 
(CAPRIE 1996). Clopidogrel wird außerdem intestinal besser vertragen als Aspirin (Cetin & 
Baumgartner 2004).  
Insgesamt senken diese Strategien zwar allgemein das kardiovaskuläre Risiko, führen aber 
nicht zu einer Verbesserung der Symptomatik bei Patienten mit PAVK. 
 
2.5.2 Therapie der Symptome 
Bei Patienten mit PAVK soll eine Therapie zu einer Steigerung der Leistungs- und 
Belastungsfähigkeit und zu einer Verbesserung der Lebensqualität führen. Es reicht nicht, 
dass zum Beispiel eine perkutane transluminale Angioplastie eine Verbesserung des ABI zur 
Folge hat. Es muss auch deutlich gezeigt werden, dass solche Therapien langfristig zur 
Verbesserung der Leistungsfähigkeit und Lebensqualität führen (Hiatt 2004). 
Behandlungsmöglichkeiten im Stadium III oder IV nach Fontaine schließen meist zusätzlich 








2.5.2.1 Konservative Therapie 
Gehtraining 
Zur Behandlung einer PAVK ist, nach vorhandener Diagnose und Therapie der 
Risikofaktoren, ein konsequentes Gehtraining empfehlenswert. Dabei ist der Effekt bei 
reinem Gehtraining, im Vergleich zu Krafttraining oder einer Kombination aus Kraft- und 
Gehtraining, größer (Regensteiner et al. 1996). Das Gehtraining muss jedoch, wenn es 
effektiv sein soll, mindestens jeweils über 30 Minuten 3-5 mal pro Woche stattfinden. 
(Stewart et al. 2002) Bei einem streng professionellen und dauerhaft überwachtem 
Gehtraining verlängern sich die maximale schmerzfreie Gehstrecke und die maximale 
Gehstrecke um über 100 % (Gardner & Poehlman 1995, Leng et al. 2000). Das in 
„Eigenregie“ durchgeführte Gehtraining wird meist, aufgrund mangelnder Motivation, nicht 
konsequent durchgeführt und ist daher nicht effektiv. Auch können andere Erkrankungen die 
Belastbarkeit des Patienten schon erheblich einschränken (z. B. diabetische Druckläsionen am 
Fuß, schwere kardiale Erkrankungen) und damit ein konsequentes Gehtraining erschweren.  
 
Medikamentöse Therapien 
Zur medikamentösen Therapie der Symptome der PAVK stehen nur wenige Substanzen zur 
Verfügung. In den USA sind von der Food and Drug Administration (FDA) nur zwei 
Medikamente (Pentoxifyllin, Cilostazol) zugelassen. In Europa werden weiterhin noch 
Naftidrofuryl und Buflomedil eingesetzt. Neue Therapiemöglichkeiten sind therapeutische 
Angiogenese, Behandlung mit Statinen oder Substanzen (z. B. Propionyl-L-Carnitin), die den 
Muskelstoffwechsel beeinflussen. Hierzu sind allerdings noch weitere Studien notwendig, um 
eine Effektivität sicher nachzuweisen. 
 
Cilostazol 
Cilostazol ist ein 2-Oxoquinolon Derivat, das selektiv die Phosphodiesterase III (PDE III) 
inhibiert. Die Wirkmechanismen von Cilostazol zur symptomatischen Behandlung der 
Claudicatio intermittens sind noch nicht vollständig geklärt. 
Die PDE III kommt hauptsächlich in Thrombozyten, glatten Muskelzellen und in 
Herzmuskelzellen vor (Beavo 1995). Sie baut zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) in 
der Zelle ab. Durch die Inhibition der PDE III durch Cilostazol kommt es zu erhöhten cAMP 





zum Beispiel in den glatten Muskelzellen über die cAMP abhängige Proteinkinase zum 
Schließen der Ca2+ Kanäle und zu einer Aktivierung der Ca2+ Pumpe im Sarkoplasmatischen 
Retikulum und damit zu einer Erniedrigung der intrazellulären Ca2+ Konzentration. Dies führt 
zur Dephosphorylierung der Myosin leichten Kette und damit zur Vasodilatation (Tanaka et 
al. 1988, Kohda et al. 1999). Dabei ist die vasodilatatorische Wirkung in den peripheren 
Gefäßen stärker, als in den vertebralen und mesenterialen Gefäßen. In den renalen Gefäßen 
zeigt Cilostazol keine vasodilatatorische Wirkung (Physician Prescribing Information, Pletal, 
Otsaka Pharmaceuticals). Cilostazol hemmt über cAMP die primäre und die sekundäre Phase 
der Plättchenaggregation, induziert durch ADP, Kollagen oder Arachidonsäure, etwa zehnmal 
stärker als Aspirin (Kimura et al. 1985). Trotzdem führt es nicht zu einer Verlängerung der 
Blutungszeit, wenn es simultan mit Aspirin oder Clopidogrel eingesetzt wird (Wilhite et al. 
2003). Cilostazol hat außerdem eine hemmende Wirkung auf die Proliferation von glatten 
Muskelzellen in vitro (Takahashi et al. 1992). Aber auch in vivo konnte gezeigt werden, dass 
Cilostazol eine Restenose, infolge einer vermehrten Proliferation von glatten Muskelzellen, 
nach einer Ballonkatheterdilatation verhindert (Ishizaka et al. 1999, Aoki et al. 2001). 
Zusätzlich induziert Cilostazol eine endothelabhängige Relaxation und verbessert gleichzeitig 
die NO Verfügbarkeit (Nakamura et al. 2001, Ito et al. 2002). Auch eine positive Wirkung auf 
das Lipidprofil konnte in klinischen Studien für Cilostazol nachgewiesen werden. Es erhöht 
den Anteil an HDL um 10 % und verringert gleichzeitig die Triglyceridspiegel um etwa 15 % 
(Elam et al. 1998).  
In acht klinischen Studien mit insgesamt 2702 Patienten hat die Behandlung mit Cilostazol zu 
einer klinisch relevanten, signifikanten Verlängerung der maximalen schmerzfreien und der 
maximalen Gehstrecke um 32 % – 59 % im Vergleich zu Placebo geführt (Dawson 2001). 
Eine retrospektive Metaanalyse von sechs klinischen Studien mit 1751 Patienten hat 
außerdem gezeigt, dass Cilostazol nicht nur zu einer signifikanten Gehstreckenverlängerung, 
sondern auch zu einer Verbesserung der Lebensqualität führt (Regensteiner et al. 2002). 
Nebenwirkungen treten bei etwa 10 % der behandelten Patienten auf. Dazu gehören zum 
Beispiel Kopfschmerzen, abnormer Stuhlgang, Diarrhoe und Tachykardien. Limitierend 
einsetzbar ist Cilostazol bei Patienten mit Herzinsuffizienz, wegen der Gefahr einer erhöhten 
Mortalität, die mit Substanzen dieser Klasse (PDE III Inhibitoren) assoziiert ist (Jacoby & 
Mohler, III 2004). Da alle Patienten mit PAVK eine erhöhte Inzidenz an kardiovaskulären  
Erkrankungen haben, sollten alle Patienten, die mit Cilostazol behandelt werden, regelmäßig 







Pentoxifyllin, ein Methyl-Xanthin Derivat, wirkt als unspezifischer Phosphodiesterase 
Inhibitor. Pentoxifyllin ist ein hämorrheologisch wirksames Agens. Es führt zu einer 
Verringerung der Blutviskosität, erhöht die Verformbarkeit von Erythrozyten und verringert 
die Plättchenaktivität und die Hyperkoagulabilität des Plasmas. Ob dies allerdings die 
Grundlage der Wirkung von Pentoxifyllin bei der PAVK darstellt, ist nicht einwandfrei 
bewiesen (Dawson 2001). Andere Untersuchungen gehen davon aus, dass Pentoxifyllin eher 
eine Wirkung auf die weißen Blutkörperchen hat und zum Beispiel die Funktion der 
Neutrophilen (Currie et al. 1991) oder die Zytokinproduktion (Thanhauser et al. 1993) 
beeinflusst.  
Mehrere kleinere Studien haben eine geringfügige Wirkung von Pentoxifyllin auf die 
maximale schmerzfreie Gehstrecke gezeigt (Girolami et al. 1999). Eine Wirkung auf die 
Lebensqualität wurde hierbei nicht untersucht. In einer neueren großen Studie (Dawson et al. 
2000) mit 689 Patienten wurde eine Behandlung mit Cilostazol mit einer Pentoxifyllin 
Behandlung verglichen. Mit 239 Patienten in der Pentoxifyllingruppe war es für diese 
Substanz, die größte bisher durchgeführte Placebo kontrollierte Studie (Hiatt 2004). 
Pentoxifyllin führte im Vergleich zur Placebogruppe zu keiner Verbesserung der maximalen 
schmerzfreien und der maximalen Gehstrecke. Dahingegen ergab sich für Cilostazol, im 
Vergleich zu Placebo, eine signifikante Verbesserung der maximalen schmerzfreien und der 
maximalen Gehstrecke. Die Wirksamkeit von Pentoxifyllin gilt seither für die Behandlung 
von Patienten mit PAVK als umstritten (Hiatt 2004).  




Naftidrofuryl inhibiert den Serotonin 5 HT2 Rezeptor und führt zu einer peripheren 
Vasodilatation und einem verbesserten aeroben Stoffwechsel (Lehert et al. 1990). 
Naftidrofuryl ist in Europa seit mehr als 20 Jahren zur Behandlung der Claudicatio 
intermittens zugelassen.  
In einigen Studien (Maass et al. 1984) konnte eine Verlängerung der maximalen 
schmerzfreien Gehstrecke nachgewiesen werden. Eine neuere Studie (Kieffer et al. 2001) 
zeigte zusätzlich zu einer Verlängerung der maximalen schmerzfreien Gehstrecke um 92 %, 





Metaanalyse (Girolami et al. 1999) nur ein geringfügiger Effekt auf die maximale 
schmerzfreie Gehstrecke und die maximale Gehstrecke nachgewiesen. 
Nebenwirkungen sind meist gastrointestinaler Natur, aber auch Kopfschmerzen, Schwindel, 
Bewusstlosigkeit und Leberentzündungen sind möglich. Intravenöse Applikationen werden 
weltweit nicht mehr praktiziert, da eine tödlich verlaufende Herzmuskel- und Neurotoxizität 
vorkommen kann. Auch das Auftreten eines akuten Nierenversagens nach intravenöser 
Applikation ist möglich. Außerdem ist Naftidrofuryl kontraindiziert bei Patienten mit 
Hyperoxalurie oder wiederholtem Auftreten von kalziumhaltigen Nierensteinen (Jacoby & 
Mohler, III 2004).  
 
Buflomedil 
Buflomedil ist nur in Europa zu Behandlung der PAVK zugelassen. Buflomedil wirkt über 
eine 1- und 2- Rezeptor Blockade vasodilatatorisch. Seine geringe Ca2+- antagonisierende 
Wirkung führt zu Plättchenaggregationshemmung und Veränderungen der 
Erythrozytenverformbarkeit (Dawson 2001).  
Eine Metaanalyse mit 744 Patienten zeigte, dass es bei mit Buflomedil behandelten Patienten 
im Mittel zu einer 60 % igen Verbesserung der maximalen schmerzfreien Gehstrecke kam. 
Als Nebenwirkungen können gastrointestinale Beschwerden, Kopfschmerzen, Schwindel, 
Synkopen und Pruritus auftreten (Jacoby & Mohler, III 2004). 
 
Prostanoide 
Zur Behandlung der PAVK, vor allem im Stadium III und IV, sind verschiedene Prostanoide 
(Prostazyklin I2 (PGI2) und Prostaglandin E1 (PGE1)), aufgrund ihrer 
thrombozytenaggregationshemmenden und vasodilatatorischen Wirkung, einsetzbar. 
Zusätzlich dazu ist für PGE1 eine Hemmung der Leukozytenaktivierbarkeit in vitro und eine 
Verminderung der Spiegel löslicher Adhäsionsmoleküle (z. B. VCAM-1) nachgewiesen. 
Dadurch könnten die positiven Effekte von PGE1 auf die lokale Durchblutung bei Patienten 
mit PAVK erklärt werden. Auch eine Verbesserung der endothelialen Funktion wird 
diskutiert (Schror & Hohlfeld 2004). 
Eine intravenöse oder intraarterielle Applikation von PGI2 führte bei Patienten im Stadium III 
oder IV zu einer Verminderung der Schmerzen in Ruhe und zu einer beschleunigten Heilung 
von Ischämie bedingten Ulzerationen. Auch das stabilere Prostazyklin Iloprost zeigte in einer 





führte zu einer beschleunigten Heilung von Ischämie bedingten Ulzerationen (Baumgartner et 
al. 2005). Auch bei PAVK im Stadium II können Prostanoide eine Wirksamkeit zeigen. In 
einer Metaanalyse (Reiter et al. 2002) wurde gezeigt, dass Patienten auch mit PAVK im 
Stadium II nach Fontaine von einer Behandlung mit Prostaglandin E1 profitieren können. Die 
Behandlung mit PGE1 führte zu einer signifikanten Verlängerung der maximalen 
schmerzfreien und der maximalen Gehstrecke. Allerdings wird PGE1 schon über die erste 
Lungenpassage sehr schnell inaktiviert (bis zu 90%) (Piper et al. 1970) und muss daher für 
zwei bis vier Wochen täglich, jeweils über mehrere Stunden intraarteriell verabreicht werden. 
Dies macht die Anwendung in der täglichen Praxis eher schwierig (Baumgartner et al. 2005). 
Die Behandlung mit dem oral verfügbaren PGI2 Analogon Beraprost führte jedoch nur in 
einer Studie zu einer Verbesserung der Symptome (Lievre et al. 2000). Zwei andere Studien 
zeigten dahingegen keinen Effekt von Beraprost auf die maximale Gehstrecke (Mohler III et 
al. 2003b). Aus diesem Grund hat sich die orale Behandlung mit Prostanoiden bisher nicht 
durchgesetzt. 
 
Neue Therapiemöglichkeiten (Statine, Propionyl-L-Carnitin, Gentherapie) 
Statine werden in der Therapie der PAVK bereits zur Senkung der Cholesterinspiegel und 
damit zur Senkung des allgemeinen kardiovaskulären Risikos eingesetzt. Zusätzlich dazu 
werden Effekte diskutiert, die auch direkt eine positive Wirkung (z. B. über die Aktivierung 
des NO/cGMP Signaltransduktionsweges) auf die PAVK haben könnten. In einigen Studien 
wurde daher untersucht, ob Statine einen Einfluss auf die Symptome der PAVK haben 
könnten. In einer Studie (Mondillo et al. 2003) zeigte die Behandlung mit Simvastatin einen 
deutlichen Einfluss auf die maximale Gehzeit. Auch in einer anderen Studie (Mohler III et al. 
2003a) konnte bei Patienten mit PAVK durch die Behandlung mit Atorvastatin eine 
signifikante Verbesserung der maximalen schmerzfreien Gehzeit auf dem Laufband und der 
allgemeinen körperlichen Aktivität, ermittelt durch einen Fragebogen, im Vergleich zu 
Placebo erreicht werden. Es sind allerdings noch weitere Studien notwendig, um die 
Wirksamkeit von Statinen sicher zu belegen. 
Propionyl-L-Carnitin (PLC) soll den bei der PAVK veränderten Muskelstoffwechsel und die 
folgende Akkumulation von Acylcarnitin positiv beeinflussen (Hiatt et al. 2001). In einer 
Studie konnte gezeigt werden, dass PLC bei PAVK Patienten mit einer Gehstrecke < 250m zu 
einer Verbesserung der maximalen schmerzfreien Gehstrecke führt (Brevetti et al. 1999). Dies 





noch weitere Studien notwendig, um eine Wirksamkeit in der symptomatischen Behandlung 
der PAVK sicher zu bestätigen. 
Die Gentherapie mit Wachstumsfaktoren oder deren direkte Applikation soll bei Patienten mit 
PAVK zu einer gesteigerten Arterio- und/oder Angiogenese führen und dadurch den Blutfluss 
in die entsprechende Muskulatur wiederherstellen. Zu den wichtigsten Wachstumsfaktoren 
gehören VEGF, HGF und FGF. Therapeutische Angiogenese gehört zu den 
vielversprechendsten Therapiemöglichkeiten und wird nach Erfolgen (Lederman et al. 2002), 
aber auch Misserfolgen in Phase I und II (Rajagopalan et al. 2003a) in weiteren Studien 
getestet (van Royen et al. 2003, Rajagopalan et al. 2004). Diese Studien sind notwendig, um 
die Effektivität und Sicherheit der therapeutischen Angiogenese eindeutig zu belegen (Jacoby 
& Mohler, III 2004) und eventuelle Nebenwirkungen auszuschließen. Diskutiert wird hier 
eine, durch therapeutische Angiogenese induzierte, vermehrte Progression von klinisch 
inapparenten Tumoren und die Tatsache, dass eine therapeutische Angiogenese eventuell auch 
zu einer vermehrten Plaqueinstabilität bei Atherosklerose führen und so das Risiko für 
























2.5.2.2 Chirurgische Therapie 
Die chirurgische Intervention ist meist Patienten im Stadium III/IV vorbehalten. Selten wird 
sie auch bei Patienten im Stadium IIb angewendet. Der Patient sollte hier dann auf jeden Fall 
bereits ein ärztlich überwachtes Trainingsprogramm, eine therapeutische Beeinflussung der 
Risikofaktoren und eine medikamentöse Therapie zu Behandlung der Symptome durchgeführt 
haben. Führten diese zu keiner Verbesserung der Symptome und der Patient blieb weiterhin in 
seiner Leistungsfähigkeit massiv eingeschränkt, sollte eine chirurgische Intervention in 
Betracht gezogen werden. Geklärt werden sollte allerdings auch, ob eine solche Maßnahme 
überhaupt zu einer Steigerung der Leistungsfähigkeit führen kann oder ob zusätzlich noch 
andere funktionell einschränkende Erkrankungen (z. B. Angina pectoris, Neuropathie, 
degenerative Gelenkserkrankungen) vorliegen, die durch einen solchen Eingriff nicht 
beeinflusst werden  (Dawson et al. 2002). 
 
Interventionelle Katheterverfahren 
Diese haben heute einen festen Platz in der Therapie von Patienten mit PAVK. Dazu gehören 
die perkutane transluminale Angioplastie (PTA), die Stentimplantation, Rotationsangioplastie, 
und die Laserangioplastie. Ziel dieser Verfahren ist eine Verminderung der Schmerzen in 
Ruhe, einer beschleunigten Heilung von Ischämie bedingten Ulzerationen und der Erhalt der 
Extremität. Diese Methoden können allerdings nur bei einzelnen, kurzstreckigen Stenosen 
angewandt werden. Eine begleitende medikamentöse Therapie mit Heparin und 
Azetylsalizylsäure ist notwendig (Lawall 2002). 
 
Operative Eingriffe 
Dazu gehört die verschlussumgehende Bypassoperation mit körpereigenen Venen und wenn 
dies nicht möglich ist, der prothetische Gefäßersatz. Primäres Ziel dieses Eingriffs ist es, die 
Amputationgrenze nach distal zu verschieben bzw. die Heilung von Ischämie bedingten 
Ulzerationen zu erreichen. Auch hier ist postoperativ eine Behandlung mit 
Plättchenaggregationshemmern (ASS) und Antikoagulantien (Heparin) indiziert. Diese 
operativen Eingriffe sind alle mit verschiedenen Früh- und Spätkomplikationen, wie 
erheblichen Wundheilungsstörungen und einem erneutem Verschluss der Stenose, verbunden 






2.6 Präklinische Modelle für die Indikation PAVK 
Um neue Substanzen, die zur Behandlung der PAVK im Stadium II nach Fontaine in Frage 
kommen zu evaluieren, bedarf es aussagekräftiger präklinischer Tiermodelle. Diese sollen die 
klinische Situation so genau wie möglich darstellen. Bisher etabliert sind verschiedene 
Tiermodelle, die allerdings nicht standardisiert sind und daher in den untersuchten 
Endpunkten kaum zu vergleichen sind. 
Longland (Longland 1953) beschrieb in den 50iger Jahren ein Modell der chronischen 
Hinterlaufischämie. Dabei spritzte er eine Mischung aus Thrombin und einem Sklerosant in 
die A. femoralis von Ratten und erreichte damit eine Stenosierung des Gefäßes. Dieses 
Verfahren war aber mit hohen Tierverlusten verbunden und daher nicht praktikabel, stellte 
aber das Gerüst für spätere Modelle dar (Waters et al. 2004). Eine andere Möglichkeit der 
Durchblutungseinschränkung ist die „Stau Methode“, bei der ein Stauschlauch proximal um 
die gesamte Gliedmaße gelegt wird (Barie & Mullins 1988). Nachteile sind hier aber, dass nur 
akute Untersuchungen möglich sind, da nach einigen Stunden Gewebsnekrosen in der 
ensprechenden Muskulatur auftreten, und dass mit einem Stauschlauch natürlich auch alle 
Kollateralgefäße abgebunden werden (Waters et al. 2004). Daher wurden zur chronischen 
Einschränkung der Durchblutung in der Beinmuskulatur einfache Ligaturen der peripheren 
Gefäße durchgeführt. Dazu sind verschiedene Techniken etabliert worden, die die 
Durchblutung in Ruhe in unterschiedlichem Maße einschränken. Die einfache Ligatur der A. 
femoralis bei der Ratte, proximal der Abzweigung der A. epigastrica superficialis, führte bei 
der Arbeitsgruppe von Challiss (Challiss et al. 1986) zu keiner signifikanten 
Durchblutungseinschränkung in Ruhe. Die Blutversorgung konnte wahrscheinlich über 
Kollateralgefäße aufrechterhalten werden. Dahingegen führte die komplette Exzision der A. 
femoralis, von ihrem Ursprung aus der A. iliaca externa bis zu ihrer Aufzweigung in die A. 
saphena und die A. poplitea und der Ligation aller ihrer Seitenäste, bei Kaninchen (Hershey et 
al. 2001, Hong et al. 2001), Ratten (Takeshita et al. 2001) und Mäusen (Couffinhal et al. 
1998) zu einer stärkeren Durchblutungseinschränkung. Sie konnte hier in Ruhe für etwa eine 
Woche aufrechterhalten werden. Eine Steigerung davon ist die einfache Ligatur der A. iliaca 
communis, die eine Blutversorgung nur noch über Kollateralgefäße erlaubt. Sie führte in 
Ruhe, bis zu 2 Wochen lang, zu signifikanten Einschränkungen im Blutfluss (Fulgenzi et al. 
1998). Eine weitere Steigerung ist das Modell von Janiak und Kollegen. Er kombinierte die 
Exzision der A. femoralis und der A. iliaca externa mit einer Embolisation der A. lilaca 





so die Durchblutungseinschränkung zu verlängern. Vierzehn Tage nach der Exzision und 
Embolisation war die Durchblutung im ischämischen Bein damit noch um etwa 50 % 
reduziert (Janiak et al. 2002). Bei der Ligatur der Aorta direkt über der Bifurcation kommt es 
zu einer bilateralen Durchblutungseinschränkung (Doi et al. 2000). Die Einschränkung der 
Durchblutung in Ruhe wurde in dieser Arbeit nicht beschrieben, man kann aber von einer 
Einschränkung ausgehen, die in etwa im Bereich der unilateralen Ligatur der A. iliaca 
communis liegt.  
In all diesen Modellen mit gesunden Tieren folgten der Induktion der unilateralen 
Hinterlaufischämie starke endogene Mechanismen, die nach unterschiedlichen Zeitspannen zu 
einer relativen Kompensation der Durchblutungseinschränkung in Ruhe führten. Diese 
Kompensationsfähigkeit ist dagegen bei Tieren mit bestimmten Vorerkrankungen deutlich 
eingeschränkt (Waters et al. 2004). Als solches pathologisches Tiermodell eignen sich Tiere 
mit Diabetes (Janiak et al. 2002), mit Hyperhomozysteinämie (Duan et al. 2000), mit 
Hypercholesterolämie (Couffinhal et al. 1999), eNOS -/- Mäuse (Murohara et al. 1998) oder 
gealterte Tiere (Rivard et al. 1999). Diese pathologischen Modelle sind auch enger an die 
klinische Situation von Patienten mit PAVK angepasst, da diese zusätzlich meist Co-
Morbiditäten (Risikofaktoren wie Diabetes oder Hypercholesterolämie) aufweisen.  
Endpunkte, die mit präklinischen Modellen untersucht werden können, sind zum Beispiel die 
Durchblutung oder die Muskelfunktion unter Belastung. Durchblutungsmessungen sind in 
verschiedenen Modellen in unterschiedlichsten Formen durchgeführt worden. Die am 
häufigsten verwendete Methode ist die histologische Auswertung der Kapillarisierung der 
Muskulatur, die Rückschlüsse auf das arterio-/angiogenetische Potential einer Behandlung, 
und damit ihren Einfluss auf die Durchblutung geben soll (Waters et al. 2004). Hierfür 
werden die Kapillaren immunhistochemisch (z. B. alkalische Phosphatase/Lectin BSI) 
angefärbt und mit der Anzahl der Muskelzellen ins Verhältnis gesetzt. Die Kapillarisierung im 
ischämischen Bein wird mit der Kapillarisierung im gesunden Bein verglichen (Brown et al. 
2003). Auch eine angiographische Darstellung von Kollateralgefäßen wird häufig verwendet 
(Brevetti et al. 2003). Die Durchblutung der Muskulatur im ischämischen Bein kann 
außerdem in vivo, nicht invasiv, durch die Messung des Perfusionsdruckes im ischämischen 
Hinterlauf bestimmt werden. Hong und Kollegen führten 2001 diese Messung beim 
anästhesierten Kaninchen durch. Hierbei wurde mittels eines Oszillographen und einer 
Druckmanschette der mittlere Blutdruck am Hinterlauf bestimmt. Die Messung wurde 
gleichzeitig an beiden Hinterläufen durchgeführt. Das nicht ischämische Bein wurde als 





Perfusionsdrucks im ischämischen Hinterlauf zum Perfusionsdruck im nicht ischämischen 
Hinterlauf (Hong et al. 2001).  
Eine weitere Möglichkeit der nicht invasiven Messung des Blutflusses zur unteren Extremität 
ist die Methode des „laser doppler imaging“ (LDI). Dabei wird ein Laserstrahl auf die 
Hautoberfläche gerichtet und Servomotoren führen den Laserstrahl dann exakt von Meßpunkt 
zu Meßpunkt. Dies ermöglicht eine Darstellung der Mikrozirkulation innerhalb größerer 
Areale, wie z. B. dem gesamten Hinterlauf. Das reflektierte dopplerverschobene Licht wird 
zur Darstellung eines farbcodierten Bildes der mikrovaskulären Blutströmung in 2 mm Tiefe 
verwendet. Helle Farben stehen für einen hohen Fluss, während dunkle Farben für niedrigen 
Blutfluss stehen. Die mittlere Durchblutung im ischämischen Bein wird mit der im nicht 
ischämischen Bein ins Verhältnis gesetzt (Couffinhal et al. 1998, Rivard et al. 1999).  
Eine invasive Messung des Blutflusses zur unteren Extremität ist die Implantation von Fluss-
Sonden über die hauptzuführenden Arterien (z. B. A. iliaca communis). Folgend wird die 
maximale vasodilatatorische Reserve, definiert als maximale Blutflusssteigerung in der A. 
iliaca communis, infolge eines kurzzeitigen Verschlusses der abdominellen Aorta bestimmt 
(Janiak et al. 2002). Auch die Verwendung von Mikrosphären ist eine direkte, aber invasive 
Möglichkeit die Durchblutung der Muskulatur zu messen (Laughlin et al. 1982). Die 
Mikrosphären können entweder radioaktiv (Yang & Feng 2000) oder mit Fluoreszenz 
markiert (Brevetti et al. 2001) sein und werden über einen Katheter direkt in den linken 
Ventrikel (Challiss et al. 1986) oder in die Aorta descendens (Yang et al. 1995) appliziert. 
Dies kann zunächst in Ruhe und später unter Belastung stattfinden, um die jeweils 
unterschiedliche Durchblutung zu bestimmen. Um die Belastung darzustellen, wurden von 
verschiedenen Gruppen unterschiedliche Muskelstimulationsmodelle etabliert. Die 
Arbeitsgruppe von Elander (Elander et al. 1985) stimulierte die mit einem Kraftaufnehmer 
verbundene, freipräparierte Wadenmuskulatur (M. soleus, M. plantaris, M. gastrocnemius) 
mit bipolaren Elektroden über den Nervus ischiadicus mit einer Frequenz von 4 Hz, einer 
Breite von 0,4 ms und einer Spannungsstärke von 2-4 V am anästhesierten Tier. Eine andere 
Arbeitsgruppe (Fulgenzi et al. 1998) dahingegen stimulierte den mit einem Kraftaufnehmer 
verbundene M. tibialis anterior und den M. extensor digitalis longus mit bipolaren Elektroden 
über den Nervus ischiadicus mit einer Frequenz von 4 Hz, einer Breite von 0,3 ms und einer 
Spannungsstärke von 5-6 V über fünf Minuten, um den maximalen Blutfluss zu bestimmen. 
Dinn und Kollegen etablierten ein Laufbandmodell, bei dem der Blutfluss am wachen Tier 





Direkte Messungen der Muskelfunktion unter Belastung wurden in präklinischen Modellen 
seltener durchgeführt. Die italienische Arbeitsgruppe um Fulgenzi zum Beispiel wertete 
zusätzlich zu der Durchblutung unter Belastung, auch die Muskelkraft unter Belastung aus. 
Gemessen wurde hierbei die maximal erreichte Kraft im ischämischen Bein zu Beginn der 
Stimulation und am Ende der Stimulation nach fünf Minuten. Diese Werte wurden dann 
miteinander ins Verhältnis gesetzt und als „Fatigue Index“ in % dargestellt (Fulgenzi et al. 
1998). Ähnliche Messungen der Muskelkraft führten auch andere Arbeitsgruppen (Okyayuz-
Baklouti et al. 1989, Doi et al. 2000) durch. In anderen Modellen wurde die maximale 
Ausdauerleistung von Ratten mit bi/unilateraler Hinterlaufischämie auf dem Laufband (Dinn 
et al. 1990, Yang et al. 1995) und im Laufrad (Okyayuz-Baklouti et al. 1989) nach einem 
strengen Trainingsprogramm bestimmt. Dahingegen wurde in einer japanischen 
Arbeitsgruppe nicht die Zeit ermittelt bis die Tiere maximal erschöpften, sondern die Zeit bis 
sich spezifische Gangveränderungen, als erstes Anzeichen der Erschöpfung, bei den Tieren 
zeigten (Orito et al. 2004). 
 
2.7 Ziele dieser Arbeit 
 
Ziel dieser Arbeit war es, neue Tiermodelle für die Indikation Claudicatio intermittens zu 
entwickeln. Dabei sollten die Modelle folgende Kriterien erfüllen:  
Die klinische Situation von Patienten mit PAVK im Stadium II (Claudicatio intermittens) 
sollte möglichst genau widergespiegelt werden. Außerdem sollten die Modelle validiert 
werden, indem gezeigt wird, dass der derzeitige pharmakologische Gold-Standard in der 









3 Material und Methoden 
3.1 Versuchstiere und ihre Haltung 
Für die Studie mit Ratten wurden männliche diabetische (Zucker diabetic fatty rats 
(ZDF/Gmi/Crl-(fa/fa)) und männliche nicht diabetische (Zucker diabetic lean rats 
(ZDF/Gmi/Crl-(fa/lean)) Tiere eingesetzt (Charles River Deutschland, Sulzfeld). Sie waren 
bei Versuchsbeginn zwischen 16-18 Wochen alt und wogen im Mittel 380 g. Die Ratten 
wurden auf Weichholzgranulat jeweils zu zweit in Makrolonkäfigen Typ IV S gehalten. Für 
die Studie mit Mäusen wurden weibliche C57BL/6 Mäuse und männliche eNOS-/- Mäuse 
eingesetzt (Charles River Deutschland, Sulzfeld). Die Mäuse für die Laufradmessungen 
wurden einzeln in Makrolonkäfigen Typ IV S mit Laufrad gehalten. Sie waren zu Beginn des 
Versuches zwischen 7-10 Wochen alt und wogen im Mittel 20 g. Die Raumtemperatur in 
allen Tierställen lag bei 20 – 24 °C und die relative Luftfeuchtigkeit lag bei 50 ± 20 %. Die 
Raumtemperatur und die Luftfeuchtigkeit wurden permanent über ein zentrales 
Überwachungssystem kontrolliert. Durch ein Lichtprogramm lag die Tagphase beim 
künstlichen Tag/ Nachtrhythmus im Zeitraum zwischen 6.00 und 18.00 Uhr. Futter (ssniff 
R/M-H, Ssniff Spezialdiäten GmbH, Soest) und Wasser (Leitungswasser aus Tränkeflaschen) 




Cilostazol wurde als pharmakologischer Gold-Standard in der Therapie der PAVK im 
Stadium II nach Fontaine zur Validierung der neuen Tiermodelle eingesetzt. 
Cilostazol wurde in allen Studien oral über das Futter in einer Dosierung von 2500 ppm 
verabreicht. Die tägliche Dosis lag bei Ratten bei etwa 180 mg/kg/d (Orito et al. 2004) und 
bei Mäusen bei 340 mg/kg/d. 
 
 





3.3.1  Tiermodelle an der Ratte 





Abbildung 3-1  
Studienplan Ratte-1: 
An Tag 0 wurde eine unilaterale Hinterlaufischämie induziert. Sieben Tage später wurden die 
Perfusionsdrücke gemessen. An Tag 14 wurden erneut Perfusionsdruckmessungen an den Hinterläufen 















Abbildung 3-2  
Studienplan Ratte-2: 
An Tag 0 wurde eine unilaterale Hinterlaufischämie induziert. Vier, sieben, vierzehn, einundzwanzig, 













3.3.2 Tiermodell an der Maus 

























Nach einer vierwöchigen Einlaufzeit wurde bei den Mäusen eine bilaterale Hinterlaufischämie induziert. 











3.4.1  Tiermodelle an der Ratte 
3.4.1.1 Induktion der unilateralen Hinterlaufischämie 
Die Ratte wurde gewogen und in einer Narkosebox (Feinmechanische Werkstatt Sanofi- 
Aventis, H. Wohnig, Frankfurt a. Main) mit 5 Vol % Isofluran (Baxter Deutschland GmbH, 
Unterschleißheim) und einem Luftfluss von 1 l/min in Narkose gelegt. In Narkose wurde die 
Ratte in Rückenlage auf den beheizten Narkoseplatz (FMI GmbH, Seeheim/Ober-Beerbach) 
umgelagert. Hier wurde die Narkose über eine Maske mit 3 Vol % Isofluran und einem 
Luftfluss von 0,4 l/min aufrechterhalten. Die Haare im Bereich des ventralen Abdomen 
wurden abrasiert und das Operationsfeld mit CutaseptF (Bode Chemie, Hamburg) 
desinfiziert. Der Hautschnitt verlief vom Nabel an etwa 2 cm nach kaudal. Das Abdomen 
wurde dann mit einer Metzenbaumschere vorsichtig paramedian der Linea alba eröffnet. 
Unter stereomikroskopischer Sicht (MZ6, Leica, Wetzlar) wurde mittels Wattestäbchen die 
Bifurkation der Aorta und die beiden Aa. iliacae communes freipräpariert. Die rechte A. iliaca 
communis wurde mit einer kleinen Pinzette von der Bifurkation bis etwa 1 cm nach distal von 
dem umliegenden Gewebe abgelöst. Mit Seide (5/0 Seide, Vömel, Kronberg) wurde die A. 
iliaca communis 5 mm distal der Bifurkation ligiert (Fulgenzi et al. 1998). Eine zweite 
Ligatur erfolgt dann 5 mm weiter distal und die Arterie wurde zwischen beiden Ligaturen mit 











Anatomische Darstellung der Gefäße am Hinterlauf der Ratte. 
Doppelte Ligatur im 
Abstand von 5 mm 




Peritoneum und Bauchmuskulatur wurden mit einer fortlaufenden Naht (3-0, Vicryl, Ethicon, 
Johnson and Johnson Intl., St-Stevens-Woluwe, Belgien) verschlossen. Auch die Unterhaut 
wurde fortlaufend genäht (5-0, Vicryl, Ethicon, Johnson and Johnson Intl., St-Stevens-
Woluwe, Belgien) und die Haut zusätzlich mit Klammern verschlossen. Postoperativ erhielten 
die Ratten ein Analgetikum (0,02mg/kg Temgesic, s.c., Essex Pharma GmbH, München). Die 
Ratten wurden postoperativ überwacht und folgend täglich kontrolliert. 
 
3.4.1.2 Perfusionsdruckmessung 
Vor, sowie sieben und vierzehn Tage nach der Induktion der unilateralen Hinterlaufischämie 
wurden Perfusionsdruckmessungen an den Hinterläufen der Ratte durchgeführt. Hierzu 
wurden die Ratten nach dem Wiegen mit 5 Vol % Isofluran in Narkose gelegt und auf einen 
beheizten Narkoseplatz umgelagert. Hier wurde die Narkose mit 1,6 Vol % Isofluran 
aufrechterhalten und die Körperkerntemperatur auf 37 - 38 °C reguliert. Zunächst wurden der 
Ratte 25 mm weite Druckmanschetten mit einer Breite von 1,6 cm (Perimed AB, Järfälla, 
Schweden) um die Hinterläufe gelegt. Diese wurden mittels einer selbstentwickelten „Hose“ 
an der Ratte fixiert, um ein Abrutschen der Druckmanschetten vom konisch geformten 
Rattenbein während der Messung zu verhindern. An der plantaren Seite des Fußes wurden 
mittels doppelseitigem Klebeband Lasersonden befestigt, die den Blutfluss registrieren. 
Dieser wurde digital an einem „Laser Doppler Flowmeter“ (Periflux 5000, Perimed AB, 
















Abbildung 3-5  










Vor Beginn der Messung lag eine zehnminütige Equilibrierungsphase. Die Messung begann, 
indem die Druckmanschetten maximal aufgepumpt wurden. War kein Blutfluss mehr 
messbar, wurde der Manschettendruck linear abgelassen. Bei dem Druck, bei dem wieder ein 
Blutfluss messbar war, handelte es sich um den jeweiligen Perfusionsdruck. Die 
Perfusionsdrücke wurden dreimal im Abstand von drei Minuten bestimmt. Diese drei 
Messwerte wurden jeweils für das ischämische Bein und das nicht ischämische Bein 
gemittelt. Aus diesen Mittelwerten wurde dann der Index des Perfusionsdrucks errechnet. Der 
Perfusionsdruck Index stellt bei jedem Tier das Verhältnis vom Perfusionsdruck des 





Exemplarische Darstellung einer Perfusionsdruckmessung im ischämischen Bein (blau) und im nicht 
ischämischen Bein (rot) vor der Ligatur, sowie vierzehn Tage nach der Ligatur. 
A 
B 




3.4.1.3 Messung der Muskelermüdung (invasiv) 
Vierzehn Tage nach der Induktion der unilateralen Hinterlaufischämie wurden Messungen der 
Ermüdung der Wadenmuskulatur unter Belastung durchgeführt. Die Ratte wurde in einer 
Narkosebox mit 5 Vol % Isofluran narkotisiert und anschließend in Rückenlage auf einen 
beheizten Narkoseplatz gelegt. Die Körperkerntemperatur wurde hier auf 37 - 38 °C gehalten. 
Das Fell wurde im Halsbereich und an den Hinterläufen abrasiert. 
Nach einem medianen Hautschnitt mit einer chirurgischen Schere entlang des ventralen 
Halsbereichs und Auseinanderspreizen der Muskulatur, wurde die Trachea freipräpariert und 
mit einem Faden (3/0 Seide, Vömel, Kronberg) unterführt. Dann wurde mit einer kleinen 
Schere ein Schnitt zwischen zwei Trachealspangen durchgeführt. Durch diese Öffnung wurde 
eine Trachealkanüle geschoben und mit dem Faden festgeknotet. Die Trachealkanüle war mit 
einem universellen Respirator RUS-1301 der Firma FMI GmbH verbunden. Darüber wurde 
die Ratte mit einer Frequenz von 60 Atemzügen pro Minute und einer Inspirationsrate von   
40 % mit  0,6 l/min Luft plus 3 Vol % Isofluran  ventiliert. 
Nun wurde die Haut über der Wadenmuskulatur (M. gastrocnemius, M. plantaris, M. soleus) 
mit einer chirurgischen Schere vorsichtig abgelöst. Die Faszie wurde zum Schutz der Muskeln 
belassen. Danach wurde die Achillessehne freigelegt und mit einem Faden (3/0 Seide, Vömel, 
Kronberg) sicher befestigt (Fulgenzi et al. 1998). Nach der Präparation wurde die Ratte auf 
den eigentlichen Messplatz umgelagert, die Pfoten wurden festgeklemmt und die Beine 
fixiert. Die Achillessehne wurde unterhalb des Knotens durchtrennt und mittels des Fadens 
mit einem Kraftaufnehmer (K1000, Typ 354, FMI GmbH, Seeheim/Ober-Beerbach) 
verbunden. Nun wurden in die Wadenmuskulatur Nadelelektroden im Abstand von etwa      
12 mm platziert. Über diese Nadelelektroden erfolgte später mit dem Stimulator II  (Typ 
215/II, Hugo Sachs Electronik, March- Hugstetten) die Stimulation der Muskeln zur 
Kontraktion. Die optimale Stimulation, die in Vorversuchen in unserem Labor ermittelt 
wurde, war ein Rechteckpuls mit einer Breite von 1 ms und einer Stromstärke von 15 mA. 
Der Verlauf der Kontraktionen wurde von einer speziellen Computer- Software (Notocord 
HEM, Notocord Systems, Croissy sur Seine, Frankreich) automatisch aufgezeichnet. Zu 
Beginn der Messung wurden die Wadenmuskeln für fünf Minuten auf 50 g vorgespannt. Dann 
folgten im Abstand von zwei Minuten zwei mal 30 Sekunden Kontraktionen mit einer 
Frequenz von 30 Kontraktionen pro Minute. Nach zweiminütiger Pause folgte die eigentliche 
Kontraktionsmessung mit 80 Kontraktionen pro Minute über zehn Minuten. Die Vorspannung 
von 50 g wurde konstant über den gesamten Zeitraum der Messung gehalten. 
 




Die ausgewerteten Parameter sind in Tabelle 3-1 dargestellt: 
Tabelle 3-1  




Als interne Kontrolle diente das nicht ischämische Bein. Die Werte wurden immer als 
























Kontraktionsanstiegsgeschwindigkeit dF/dt (max) g/s
Relaxationszeit (25 %) RZ ms
Relaxationsgeschwindigkeit dF/dt (min) g/s




3.4.1.4 Messung der Muskelermüdung (nicht invasiv) 
Vier, sieben, vierzehn, einundzwanzig, fünfunddreißig und sechsundfünfzig Tage nach der 
Induktion der unilateralen Hinterlaufischämie wurden nicht invasive Messungen der 
Ermüdung der Wadenmuskulatur unter Belastung durchgeführt. Die Ratte wurde in einer 
Narkosebox mit 5 Vol % Isofluran in Narkose gelegt und dann in die von uns entwickelte 
„Stepper Apparatur“ (Feinmechanische Werkstatt Sanofi- Aventis, H. Wohnig, Frankfurt a. 
















Abbildung 3-7  
„Stepper Apparatur“ aus Plexiglas für die nicht invasive Messung der Muskelermüdung an der Ratte 
 
Die aus Plexiglas gefertigte Apparatur besitzt eine integrierte Heizplatte, die eine konstante 
Körpertemperatur sicherstellt. Die Hinterläufe der Ratte wurden in speziell gefertigten 
Schienen fixiert, sodass die Achillessehne und der vordere Oberschenkel jeweils mit einer 
Elektrode Kontakt hatten. Die Elektroden bestehen aus einem Plastikstab, der mit Kupferfolie 
überzogen ist. Die Kupferfolie ist mit einem Kabel verlötet, welches mit dem Stimulator II 
(Typ 215/II, Hugo Sachs Electronik, March- Hugstetten)  verbunden ist. Die Pfoten der Ratte 
wurden mit Klebefolie auf einer Pedale befestigt.  
















Die Pedalen waren jeweils über einen Faden (3/0 Seide, Vömel, Kronberg) mit je einem 
Kraftaufnehmer (K1000, Typ 354, FMI GmbH, Seeheim/Ober-Beerbach) verbunden. Zu 
Beginn der Messung wurden die Wadenmuskeln für drei Minuten auf 15 g vorgespannt. Dann 
folgte die Kontraktionsmessung mit einer Reizstärke von 15 mA und mit einer Frequenz von 
80 Kontraktionen pro Minute über 10 Minuten. Die Vorspannung von 15 g wurde konstant 
über den gesamten Zeitraum der Messung gehalten.  
Die Auswertung erfolgte wie bei der invasiven Messung der Muskelermüdung (Tabelle 3-1). 
 
3.4.1.5 Histologische Untersuchungen 
Für die histologische Untersuchung des Wadenmuskels der Ratte wurde der M. gastrocnemius 
benutzt. Dieser wurde direkt nach der Präparation in, mit flüssigem Stickstoff gekühltem, 
Isopentan eingefroren und dann bei –80 °C aufbewahrt. Zur histologischen Untersuchung 













Schematische Darstellung der Schnittebenen am M. gastrocnemius, die zur immunhistochemischen 
Untersuchung verwendet wurden. 
 
Die histologische Untersuchung der Muskelprobe beinhaltete die Feststellung der Anzahl der 
Muskelzellen pro µm2 und der Anzahl der Kapillare pro Muskelzelle in einer Muskelprobe. 
Zur Festellung der Anzahl der Muskelzellen pro µm2 wurde eine Dystrophin (spezifisches 
Muskelprotein) Färbung durchgeführt, zur Messung der Anzahl der Kapillaren pro 
Muskelzelle wurde eine Lectin BSI Färbung durchgeführt. Die Schnitte wurden zunächst mit 
Aceton (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München) fixiert und bei Raumtemperatur 
luftgetrocknet. Nun wurde für eine Stunde ein Ig Blocking Reagenz aus dem Vector 




M.O.M.™ Fluorescein Kit (VC-FMK-2201-KI01, Vector Labatortories, Burlingame, CA, 
USA) auf den Schnitt gegeben, um endogene Antikörper abzublocken. Überschüssiges 
Reagenz wurde mit PBS (Dulbecco´s PBS mit Ca2+, Invitrogen GmgH, Karlsruhe) 
abgewaschen. Folgend wurde die Lösung, in der später auch der Antikörper verdünnt wurde, 
auf den Schnitt gegeben. Dann wurde der Schnitt mit dem primären Antikörper (Anti –
Dystrophin, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München) in einer Verdünnung von 1:50 
inkubiert. Nach 30 Minuten wurden überschüssige Antikörper mit PBS abgewaschen. Nun 
wurde als sekundärer Antikörper ein biotinylisiertes Anti IgG Reagenz für zehn Minuten auf 
den Schnitt gegeben. Nach zweimaliger PBS Waschung wurde für acht Minuten mit 
Fluorescein gekoppeltem Avidin gefärbt. Nach einer weiteren PBS Waschung wurde nun zur 
Färbung der Endothelzellen Lectin BSI auf den Schnitt gegeben und über Nacht inkubiert. 
Am nächsten Tag wurde das überschüssige Lectin BSI zweimal für fünf Minuten mit PBS 
abgewaschen. Danach wurde noch Höchst 33258 in einer Dosierung von 0,1mg/l zur 
Zellkernfärbung auf den Schnitt gegeben. Ausgezählt wurden die Schnitte unter dem 
Mikroskop, nachdem sie in ein entsprechendes Medium (Fluorescent mounting medium, 




Sieben Tage nach der Induktion der unilateralen Hinterlaufischämie wurde den Ratten mit 
einer 20 µl Kapillare aus dem retrobulbären Plexus Blut abgenommen. Eine Kapillare mit 5 µl 
Blut wurde mit 500 µl Hämolyse Reagenz, beziehungsweise mit 250 µl Digitonin vermischt. 
Die Proben mit Digitonin dienten der Glucose Bestimmung und die mit Hämolyse Reagenz 
der HbA1c Bestimmung. Außerdem wurde zur Bestimmung von LDL Cholesterin, 









3.4.2 Tiermodell an der Maus 
3.4.2.1 Induktion der bilateralen Hinterlaufischämie 
Die Maus wurde gewogen und in einer Narkosebox (Feinmechanische Werkstatt Sanofi- 
Aventis, H. Wohnig, Frankfurt a. Main) mit 5 Vol % Isofluran (Baxter Deutschland GmbH, 
Unterschleißheim) narkotisiert. In Narkose wurde die Maus in Rückenlage auf den beheizten 
Narkoseplatz (FMI GmbH, Seeheim/Ober-Beerbach) umgelagert. Hier wurde die Narkose 
über eine Maske mit 3 Vol % Isofluran aufrechterhalten. Die Haare im Bereich der Leiste und 
der medialen Oberschenkel wurden rasiert und das Operationsfeld mit CutaseptF (Bode 
Chemie, Hamburg) gründlich desinfiziert. Der etwa 5 mm lange Hautschnitt verlief am 
medialen Oberschenkel direkt über dem Leistenband (Ligamentum inguinale). Unter 
stereomikroskopischer Sicht wurde mittels Wattestäbchen und mikrochirurgischen Pinzetten 
die A. und V. femoralis mit ihren Seitenästen proximal bis zum Leistenband freipräpariert. 
Mit Seide (6/0 Seide, Vömel, Kronberg) wurde die A. femoralis oberhalb der A. profunda 
femoris ligiert. Eine zweite Ligatur erfolgte dann 5 mm proximal der ersten. Zwischen beiden 
Ligaturen wurde die Arterie mit einem Elektrokauter (ME 82, Martin Medizin Technik, 
Tuttlingen) durchtrennt. Die Haut wurde mit Einzelheften (6-0, Prolene*, Ethicon, Johnson 
and Johnson Intl., St-Stevens-Woluwe, Belgien) verschlossen. Die Mäuse für die 
Laufradstudie wurden bilateral; d.h. an beiden Hinterläufen operiert.  
 
3.4.2.2 Messung der Laufradleistung 
Die Mäuse wurden, jeweils einzeln, in mit Laufrädern ausgestatteten Käfigen gehalten. Dabei 
waren die Laufräder der ersten Studie mit C57/Bl6 Mäusen aus Metall und hatten einen 
Umfang von 1 m, die Laufräder der zweiten Studie mit eNOS-/- Mäusen waren aus Plastik 
und hatten einen Umfang von 43 cm. Die Mäuse liefen nun aufgrund ihrer natürlichen 
Lauffreude in den Laufrädern. Die Laufintensität steigerte sich zunächst, bis nach zwei 
Wochen ein konstantes Laufniveau erreicht wurde. Zwei Wochen nach Erreichen dieses 
konstanten Laufniveaus, wurde eine bilaterale Hinterlaufischämie induziert. Die Mäuse 
wurden nach ihrer individuellen Laufleistung randomisiert in die Behandlungsgruppen 
eingeteilt.  Danach begann die Messung der Laufleistung mittels eines computergestützten 
Messsystems (Laufrad V1.48, Ingenieurbüro Jäckel, Hanau). Die Software erfasst die 
Aktivitäten an bis zu 48 Laufrädern und speichert diese in einstellbaren Intervallen direkt in 




einem Excel-Arbeitsblatt. Die Aktivität (Anzahl der Umdrehungen) wurde im Minutentakt 
gespeichert. Dabei galt als Aktivität, wenn mehr als vier Umdrehungen pro Minute erfolgten. 
Später wurde aus diesen Daten täglich folgende Parameter berechnet und jeweils über zwei 
Tage gemittelt graphisch dargestellt: 
 
- Gesamtstrecke [Anzahl der Umdrehungen x Durchmesser des Laufrads] in km 
- Spitzengeschwindigkeit [ (max. Umdrehungen/min x Durchmesser)x 60 min] in km/h 
- Durchschnittsgeschwindigkeit [Gesamtstrecke/ Gesamtlaufzeit] in km/h 
- längste Laufperiode in min 
- weiteste Laufperiode in km 
- Anzahl der Laufperioden 














Abbildung 3-9  















Die Laufradmäuse wurden nach der bilateralen Ligatur der A. femoralis alle zwei Tage 
kontrolliert. Hierbei wurden sie aufgrund der Schwere der jeweiligen Symptome in 
verschiedene Kategorien eingeteilt: 
 
Grad 1: schwarz verfärbte Krallen 
Grad 2: weniger als ein nekrotisches Zehenglied 
Grad 3: mehr als ein nekrotisches Zehenglied 
Grad 4: Nekrose der gesamten Pfote 
 
Tiere, bei denen die gesamte Pfote nekrotisch wurde (Grad 4), wurden euthanasiert. Die 
Einzelwerte (Grad 1- Grad 4) wurden innerhalb der jeweiligen Gruppe gemittelt und 
statistisch miteinander verglichen. 
 
3.4.2.3 Blutdruckmessung 
Bei allen Mäusen wurde nach Versuchsende der Blutdruck gemessen. Dafür wurden die 
Mäuse über drei Tage trainiert und an den zwei folgenden Tagen der Blutdruck gemessen.  
Nach dem Trainingsplan wurden die Mäuse an Tag eins für 10 Minuten in die „Tail Cuff 
Apparatur“ (BP-2000 Blood Pressure Analysis SystemTM, Visitech Systems, Inc., Apex, NC, 
USA) gesetzt. Dabei sitzen die Mäuse zur Fixation in kleinen Kästchen an deren Ende eine 
Öffnung für den Schwanz ist. Der Schwanz wird dann durch eine Druckmanschette geführt 
und über einem Pulsmesser fixiert. An Tag zwei wurde der Zeitraum auf 20 Minuten erhöht. 
An Tag drei wurde nach 30 Minuten zusätzlich noch eine Testmessreihe angeschlossen. 
Hierbei wurden die Druckmanschetten maximal aufgepumpt. Nachdem das Pulssignal nicht 
mehr messbar war, wurde der Druck linear abgelassen und der systolische Blutdruck 
bestimmt. An Tag vier und fünf wurden die eigentlichen Messreihen durchgeführt. Hierzu 
mussten die Mäuse für 30 Minuten in der Apparatur sitzen. An diese Akklimatisationsphase 
schlossen sich 10 Vormessreihen an, die noch nicht verwertet wurden. Danach wurden 20 
aufeinanderfolgende Messreihen durchgeführt. Aus diesen Einzelwerten wurde dann der 









Die statistische Auswertung aller Daten erfolgte mit Hilfe des Statistikprogramms GraphPad 
Prism® 4.03 (GraphPad Software, Inc., San Diego, USA). Die Daten wurden paarweise 
mittels Student´s t- Test verglichen. Die Tests wurden auf einem Signifikanzniveau von 5 % 
Irrtumswahrscheinlichkeit pro Parameter durchgeführt, d.h. p < 0,05 wurde als signifikant 
betrachtet und mit einem * gekennzeichnet. Ein Signifikanzniveau von 1 %, d.h. p < 0,01 
wurde mit ** und ein Signifikanzniveau von 0,1 %, d.h. p < 0,001 wurde mit *** 

























4.1 Unilaterale Hinterlaufischämie bei der Ratte 
4.2 Entwicklung des Modells an der diabetischen Ratte 
4.2.1.1 Perfusionsdruckmessung 
Entsprechend der Messung des „ankle brachial index“ (ABI) beim Patienten mit PAVK, bei 
der der Perfusionsdruck des Knöchels mit dem Perfusionsdruck des Oberarms ins Verhältnis 
gesetzt wird, haben wir nach der Induktion der unilateralen Hinterlaufischämie eine Messung 
des „Perfusionsdruck Index“ an den Hinterläufen der Ratte durchgeführt. Der Perfusionsdruck 
des ischämischen Beins wurde hierbei mit dem Perfusionsdruck des nicht ischämischen Beins 
ins Verhältnis gesetzt. Der „Perfusionsdruck Index“ ist wie auch der Knöchel Arm Index ein 
Maß für das Perfusionsdefizit im ischämischen Bein. Vor der Induktion der unilateralen 
Hinterlaufischämie, war der gemessene Perfusionsdruck an beiden Beinen gleich. Dies 
entspricht einem „Perfusionsdruck Index“ von etwa 100 %. Sieben Tage nach der Induktion 
der unilateralen Hinterlaufischämie wurde vom ischämischen Bein nur ein Perfusionsdruck 
erreicht, der etwa 39 ± 2 %, des Perfusionsdruckes des nicht ischämischen Beines entspricht. 
Nach vierzehn Tagen war es dann 48 ± 2 %. Dies entspricht einem ABI von etwa 0,5, 
vergleichbar mit Patienten unserer Zielpopulation mit Claudicatio intermittens.  
 
 
Abbildung 4-1  
Perfusionsdruckindices in % bei diabetischen Tieren vor (n = 9), sowie sieben (n=30) und vierzehn Tage 





4.2.1.2 Messung der Muskelermüdung 
Bei Patienten mit PAVK Stadium II nach Fontaine kommt es unter Belastung schnell zu einer 
Muskelermüdung. Um in unserem Modell der Ratte mit unilateraler Hinterlaufischämie eine 
Ischämie bedingte Ermüdung der Muskulatur zu messen, haben wir die Wadenmuskeln am 
anästhesierten Tier mit einer Frequenz von 80 Kontraktionen pro Minute über 10 Minuten 
elektrisch stimuliert. Das Stimulationsprotokoll war so ausgelegt, dass die Parameter im nicht 
ischämischen Bein konstant blieben. Zu Beginn der Messung (Abb. 4-2A) erkennt man 
keinen Unterschied zwischen dem ischämischen und dem nicht ischämischen Bein. Beide 
Beine kontrahierten mit derselben Kraft und Kontraktionsgeschwindigkeit und relaxierten in 
derselben Relaxationszeit, sowie mit derselben Relaxationsgeschwindigkeit. Nach 
zehnminütiger Belastung (Abb. 4-2B) waren diese Parameter im ischämischen Bein deutlich 
reduziert, während die Parameter im nicht ischämischen Bein konstant blieben. 
 
A       B 
 
Abbildung 4-2  
Beispielhafte Darstellung einer Kontraktion und ihrer 1.Ableitung zu Beginn der Ermüdungsmessung (A) 





Die Messwerte wurden als Absolutwerte des ischämischen Beins und als % vom 
ischämischen Bein zum kontralateralen, nicht ischämischen Bein dargestellt. Bei jeder 
Messung diente also das nicht ischämische Bein als interne Kontrolle. Zur Messung der 
Muskelermüdung wurden folgende Parameter ausgewertet: 
 
4.2.1.2.1 Kontraktionskraft (F) und Kontraktionsgeschwindigkeit (dF/dtmax) 
Die Kraft im nicht ischämischen Bein (NI) blieb über den Zeitraum der zehnminütigen 
Messung relativ konstant. Die Kontraktionsgeschwindigkeit stieg sogar zunächst leicht an, bis 
sie nach etwa 300 Sekunden ein Plateau erreichte. Im ischämischen Bein (I) kam es 
dahingegen nach einem kurzen Anstieg zu einer deutlichen Verminderung der Kraft und 
Kontraktionsgeschwindigkeit (Abbildung 4-3A und B) 
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Abbildung 4-3  
Darstellung der absoluten Kraft in g (A) und der absoluten Kontraktionsgeschwindigkeit in g/s (B) im 
nicht ischämischen Beins (NI) und im ischämischen Beins (I) über den Messzeitraum von zehn Minuten. 





Zu Beginn entwickelten beide Beine dieselbe Kraft (F) und dieselbe 
Kontraktionsgeschwindigkeit (dF/dtmax), d.h. das Verhältnis vom ischämischen zum nicht 
ischämischen Bein lag zunächst bei ca. 100 %. Im Verlauf der Messung kam es zu einer 
Verminderung der Kraft im ischämischen Bein im Vergleich zum nicht ischämischen Bein 
von 92 ± 2 % nach fünf Minuten, auf 84 ± 3 % nach zehn Minuten. Die 
Kontraktionsgeschwindigkeit sank im ischämischen Bein im Verhältnis zum nicht 
ischämischen Bein im Verlauf der Messung von 74 ± 2 % nach fünf Minuten, auf 64 ± 3 % 
nach zehn Minuten. (Abbildung 4-4 A und B) 
 




Verlauf von Kraft (A) und Kontraktionsgeschwindigkeit (B), dargestellt als Verhältnis vom ischämischen 
Bein zum nicht ischämischen Bein (I/NI) in % über den Zeitraum der zehnminütigen Messung. Auf die 















4.2.1.2.2 Relaxationszeit (RZ)  und Relaxationsgeschwindigkeit (dF/dtmin) 
Die Relaxationszeit stieg im nicht ischämischen Bein minimal an, um sich nach 10 Minuten 
auf einem konstanten Niveau einzupendeln. Die Relaxationsgeschwindigkeit fiel im nicht 
ischämischen Bein in den ersten zwei Minuten etwas ab, stieg dann aber wieder an und blieb 
über die letzten fünf Minuten relativ konstant. Im ischämischen Bein kam es dahingegen zu 
einer deutlichen Verlängerung der Relaxationszeit, die nach etwa fünf Minuten ihr Maximum 
erreichte, sich dann aber bis zum Ende der Messung wieder etwas verkürzte. Auch die 
Relaxationsgeschwindigkeit sank innerhalb der ersten fünf Minuten drastisch ab und blieb 
dann bis zum Ende der Messung auf diesem Niveau. (Abb. 4-5 A und B) 
 
A                                                                      B  
 
 
Abbildung 4-5  
Verlauf der absoluten Relaxationszeit in ms (A) und der absoluten Relaxationsgeschwindigkeit in g/s (B) 
vom nicht ischämischen (NI) und vom ischämischen Bein (I) im Verlauf der zehnminütigen Messung. Auf 













Zu Beginn der Kontraktionsmessung relaxierten beide Beine in der gleichen Zeit und mit 
gleicher Geschwindigkeit, d.h. das Verhältnis vom ischämischen zum nicht ischämischen 
Bein lag auch hier zunächst bei etwa 100 %. Das Verhältnis I/NI der Relaxationszeit stieg 
rapide von Beginn der Messung bis nach fünf Minuten auf über 200 % an und blieb dort bis 
zum Ende der Messung nach zehn Minuten (220 ± 15 %). Das Verhältnis der 
Relaxationsgeschwindigkeit vom I/NI sank vor allem in den ersten fünf Minuten um mehr als 
50 % ab und blieb dort bis zum Ende der Messung nach 10 Minuten (33 ± 5 %). 
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Abbildung 4-6  
Beispielhafter Verlauf der Relaxationsgeschwindigkeit (A) und der Relaxationszeit (B), dargestellt als 
Verhältnis vom ischämischen Bein zum nicht ischämischen Bein I/NI in %. Auf die Darstellung des SEM 
















In Abb. 4-7 sind die verschiedenen Parameter, die eine Ischämie bedingte Muskelermüdung 
charakterisieren, in einem Graphen, jeweils als % vom ischämischen zum nicht ischämischen 
Bein (I/NI), dargestellt. Das Verhältnis I/NI der Kontraktionskraft fiel im Verlauf der 
zehnminütigen Messung von 107 ± 2 % auf 84 ± 2 % ab, während das Verhältnis I/NI der 
Kontraktionsgeschwindigkeit (dF/dtmax) von 98 ± 3 % bis auf 64 ± 3 % abfiel. Das Verhältnis 
I/NI der Relaxationszeit (RZ) erreichte erst nach fünf Minuten mit 236 ± 11 % sein 
Maximum, um dann in den folgenden fünf Minuten relativ konstant zu bleiben. Nach 10 
Minuten lag das Verhältnis bei 214 ± 11 %. Das Verhältnis I/NI der 
Relaxationsgeschwindigkeit (dF/dtmin) fiel relativ schnell nach Beginn der Kontraktionen ab, 
hatte nach fünf Minuten den Tiefstwert bei 36 ± 2 % erreicht und blieb dort bis zum Ende der 
Messung (34 ± 2 %). 
Alle Parameter veränderten sich also in den ersten Minuten im ischämischen Bein im 
Verhältnis zum nicht ischämischen Bein relativ stark. Etwa fünf Minuten nach Beginn der 
Messung wurde ein Maximalwert erreicht. Nach zehn Minuten hatten sich alle Parameter 
jeweils auf einem konstanten Plateau eingependelt. Abgeleitet aus diesen Verläufen wurden 




Abbildung 4-7  
Verlauf der Ermüdung der Muskulatur bei allen Parametern der Muskelermüdung. Die Werte sind als % 
vom ischämischen zum nicht ischämischen Bein dargestellt. Auf die Darstellung des SEM wurde aus 






4.2.1.3 Messung der Muskelermüdung (nicht invasiv) 
Zusätzlich zur invasiven Messung der Muskelermüdung wurde eine nicht invasive Methode 
entwickelt. Diese hatte den Vorteil, dass ein individuelles Tier über einen längeren Zeitraum 
beobachtet werden konnte und damit insgesamt weniger Versuchstiere für eine Studie 
benötigt wurden. Auch hier wurden die Parameter Muskelkraft, Kontraktionsgeschwindigkeit, 
Relaxationszeit und Relaxationsgeschwindigkeit nach zehn Minuten ausgewertet. Die 
Parameter wurden zu verschiedenen Messzeitpunkten, und zwar vier, sieben, vierzehn, 
einundzwanzig, fünfunddreißig und sechsundfünfzig Tage nach der Ligatur ermittelt.  
 
4.2.1.3.1 Kontraktionskraft (F) und Kontraktionsgeschwindigkeit (dF/dtmax) 
Die Kontraktionskraft und die Kontraktionsgeschwindigkeit blieben im nicht ischämischen 
Bein relativ konstant. Die zunächst deutlich reduzierte Kraft des ischämischen Beins 
verbesserte sich innerhalb der ersten fünf Wochen langsam von 56 ± 5 g nach vier Tagen, auf 
74 ± 3 g nach fünf Wochen und näherte sich dann mit 96 ± 6 g nach acht Wochen, den 
Werten des nicht ischämischen Beins (113 ± 5 g) an, blieb aber noch signifikant unter-
schiedlich. Die Kontraktionsgeschwindigkeiten im ischämischen Bein verbesserten sich von 
Messung zu Messung immer mehr. Sie lagen nach vier Tagen bei 4223 ± 445 g/s und nach 
fünf Wochen bei 7088 ± 490 g/s, bis nach acht Wochen kein signifikanter Unterschied mehr 
zwischen dem ischämischen (11962 ± 1487 g/s) und dem nicht ischämischen Bein (14807 ± 
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Abbildung 4-8  
Absolute Kontraktionskraft in g (A) und absolute Kontraktionsgeschwindigkeit in g/s (B) im nicht 
ischämischen Bein (NI) und im ischämischen Bein (I) nach zehn Minuten, vier (n = 4), sieben (n = 10), 
vierzehn (n=11), einundzwanzig (n = 11), fünfunddreißig (n = 11) und sechsundfünfzig (n = 6) Tage nach 
der Ligatur der A. iliaca communis. (MW ± SEM, I vs. NI, *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001) 
 
Das Verhältnis I/NI der Kontraktionskraft lag nach vier Tagen bei 55 ± 7 %, stieg innerhalb 
der drei Wochen auf 67 ± 2 % und lag dann nach acht Wochen bei 84 ± 3 %. Das Verhältnis 
I/NI der Kontraktionsgeschwindigkeit lag nach vier Tagen bei 34 ± 7 %, nach drei Wochen 
bei 48 ± 3 % und nach acht Wochen bei 80 ± 7 %. (Abb. 4-9 A und B) 
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Abbildung 4-9  
Das Verhältnis I/NI der Kontraktionskraft (A) und der Kontraktionsgeschwindigkeit (B) in % nach zehn 
Minuten. Messzeitpunkte sind vier (n = 4), sieben (n = 10), vierzehn (n=11), einundzwanzig (n = 11), 






4.2.1.3.2 Relaxationszeit (RZ) und Relaxationsgeschwindigkeit (dF/dtmin) 
Die Relaxationszeit blieb im nicht ischämischen Bein über den gesamten Messzeitraum 
konstant bei etwa 6 ms. Auch die Relaxationsgeschwindigkeit im nicht ischämischen Bein 
blieb im Verlauf der acht Wochen relativ konstant. Die Relaxationszeit im ischämischen Bein 
lag dahingegen nach vier Tagen bei 19 ± 2 ms, verkürzte sich dann innerhalb der drei Wochen 
auf 13 ± 1 ms und fiel weiter auf 11 ± 7 ms nach acht Wochen. Im ischämischen Bein erhöhte 
sich die Relaxationsgeschwindigkeit über den Zeitraum von drei Wochen von –917 ± -152 g/s 
nach vier Tagen auf –1774 ± 126 g/s nach drei Wochen und weiter auf –3629 ± 735 g/s nach 
acht Wochen. (Abb. 4-10) 
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Abbildung 4-10  
Absolute Relaxationszeit in ms (A) und absolute Relaxationsgeschwindigkeit in g/s (B) im nicht 
ischämischen (NI) und im ischämischen Bein (I) nach zehn Minuten. Messzeitpunkte sind vier (n = 4), 
sieben (n = 10), vierzehn (n= 11), einundzwanzig (n = 11), fünfunddreißig (n = 11) und sechsundfünfzig    












Bei der Relaxationszeit veränderte sich das Verhältnis vom ischämischen zum nicht 
ischämischen Bein von 245 ± 16 % nach vier Tagen, auf 225 ± 6 % nach drei Wochen, und 
erreichte dann nach acht Wochen 186 ± 16 %. Bei der Relaxationsgeschwindigkeit 
verbesserte sich das Verhältnis über den Messzeitraum von drei Wochen geringgradig, von 21 
± 4 % auf 28 ± 2 %, und erreichte nach acht Wochen 57 ± 11 %. (Abb. 4-11) 
 
A      B  
 
 
Abbildung 4-11  
Verhältnis von I/NI in % der Relaxationszeit (A) und der Relaxationsgeschwindigkeit (B), vier (n = 4), 
sieben (n = 10), vierzehn (n = 11), einundzwanzig (n = 11), fünfunddreißig (n = 11) und sechsundfünfzig   



















4.3 Validierung der Modelle 
4.3.1 ZDF/Gmi/Crl- (fa/lean) Ratten 
4.3.1.1 Körpergewichte 
Zum Zeitpunkt der Operation lag das durchschnittliche Körpergewicht in der Placebo Gruppe 
bei 381 ± 4 g und in der mit Cilostazol behandelten Gruppe bei 394 ± 5 g. Zur Zeit der ersten 
Messung des Perfusionsdrucks lag das Körpergewicht in der Placebo Gruppe bei 375 ± 4 g 
und in der Cilostazol Gruppe bei 383 ± 5 g. Eine Woche später ergab sich für die 
unbehandelten Tiere ein Körpergewicht von 378 ± 5 g und für die mit Cilostazol behandelten 
Tiere ein Körpergewicht von 388 ± 5 g.  
Die Körpergewichte der unbehandelten Tiere unterschieden sich zu keinem der 
Messzeitpunkte signifikant von der behandelten Gruppe. 
 
4.3.1.2 Ergebnisse der Blutuntersuchung 
Die Blutuntersuchung nach sieben Tagen bestätigte, dass die Tiere, die in der Studie 
verwendet wurden, gesund waren. Alle untersuchten Parameter lagen im Normbereich. Die 
Behandlung mit Cilostazol zeigte außerdem keinen Einfluss auf die untersuchten Parameter. 
 
Tabelle 4-1 
Gehalt an Glucose, HbA1C, Cholesterin, LDL Cholesterin und Triglyceriden im Serum von unbehandelten 
und mit Cilostazol behandelten Tieren. (n = 6) 
 
Parameter Einheit Placebo Cilostazol 
Glucose (mmol/L) 5,6 ± 0,1 7,2 ± 1,0 
HbA1C (%) 3,4 ± 0,1   3,5 ± 0,04 
Gesamt Cholesterin (mmol/L) 2,2 ± 0,1 2,3 ± 0,1 
LDL Cholesterin (mmol/L)   0,3 ± 0,03   0,3 ± 0,03 






4.3.1.3 Applikation der Testsubstanz 
Cilostazol wurde über das Futter appliziert. Bei einem durchschnittlichen Gewicht von 390 g 
und einer durchschnittlichen Futteraufnahme von 30 g täglich, wurde Cilostazol 
durchschnittlich in einer Dosis von 190 mg/kg/Tag von den Tieren aufgenommen. 
 
4.3.1.4 Blutdruck 
Der am anästhesierten Tier gemessene systolische Blutdruck, lag nach vierzehntägiger 
Behandlung bei den unbehandelten Tieren bei 112 ± 3 mmHg und bei den mit Cilostazol 
behandelten Tieren bei 109 ± 2 mmHg. Es konnte damit kein signifikanter Unterschied 
zwischen den Gruppen festgestellt werden.  
 
4.3.1.5 Perfusionsdruckmessung 
Nachdem die Perfusionsdrücke beider Beine vor der Ligatur gleich waren (nicht dargestellt), 
ergaben sich für Tag 7 und 14 nach der Ligatur folgende, in Tabelle 4-2 dargestellte Werte:  
 
Tabelle 4-2  
Perfusionsdruckindices der Gruppen Placebo (n = 16) und Cilostazol (n = 13) sieben und vierzehn Tage 
nach der Ligatur der A. iliaca communis. (MW ± SEM, *: p < 0,05 vs. Placebo) 
 
Tage Einheit Placebo Cilostazol 
7 (%) 42 ± 2 46 ± 2 
14 (%) 42 ± 8    51 ± 2 * 
 
 
Sieben Tage nach der Ligatur der A. iliaca communis konnte kein signifikanter Unterschied 
zwischen den Gruppen festgestellt werden. Nach vierzehn Tagen unterschieden sich die 
Perfusionsdruckindices der mit Cilostazol behandelten Tiere signifikant von denen der 







4.3.1.6 Messung der Muskelermüdung (invasiv) 
Für die invasive Messung der Muskelermüdung wurden Placebo Tiere (n = 15) mit Tieren 
verglichen, die mit Cilostazol (n = 10) behandelt wurden. 
 
4.3.1.6.1 Kontraktionskraft 
Bei der Messung der Muskelermüdung ergaben sich für die Kontraktionskraft im 
ischämischen Bein folgende Werte. Nach fünf Minutenlag die Kraft bei Placebo bei 318 ± 5 g 
und bei Cilostazol bei 345 ± 9 g, und nach zehn Minutenin der Placebo Gruppe bei 247 ± 11 g 
und in der Cilostazol Gruppe bei 297 ± 9 g. Die mit Cilostazol behandelten Tiere zeigten 
somit zu beiden Zeitpunkten eine signifikant höhere Kontraktionskraft im ischämischen Bein 




Abbildung 4-12  
Absolute Kontraktionskraft (F) des ischämischen Beins in g, bei unbehandelten Tieren (n = 15) im 
Vergleich zu Tieren, die mit Cilostazol (n = 10) behandelt wurden, jeweils ausgewertet nach fünf und zehn 












Das Verhältnis der Kontraktionskraft vom ischämischen zum nicht ischämischen Bein wurde 
durch die Behandlung mit Cilostazol nach fünf und nach zehn Minuten signifikant verbessert. 
Es lag nach fünf Minuten bei 93 ± 1 % (Placebo) und bei 100 ± 3 % (Cilostazol) und nach 




Abbildung 4-13  
Verhältnis I/NI der Kontraktionskraft in %, bei Placebo und bei Cilostazol, die nach fünf und zehn 






















Die Kontraktionsgeschwindigkeit dF/dtmax war nach fünf und zehn Minuten durch die 
Behandlung mit Cilostazol signifikant erhöht (Placebo 22192 ± 690 g/s und 17179 ± 1198 g/s; 




Abbildung 4-14  
Kontraktionsgeschwindigkeit (dF/dtmax) in g/s, im Vergleich von unbehandelten (Placebo) zu mit 
Cilostazol behandelten Tiere, die fünf und zehn Minuten nach Beginn der Messung ausgewertet wurde. 
(MW ± SEM, Placebo vs. Cilostazol, ***: p < 0,001, n = 10 – 15) 
 
Dies spiegelte sich auch im Verhältnis vom ischämischen zum nicht ischämischen Bein wider. 
Nach fünf Minuten lagen die Verhältnisse bei Placebo bei 71 ± 2 % und bei Cilostazol bei 85 
± 3 % und nach zehn Minuten lagen sie bei Placebo bei 53 ± 3 % und bei Cilostazol bei 74 ± 
3 %. Somit führte die Behandlung mit Cilostazol zu einer signifikanten Verbesserung der 
Kontraktionsgeschwindigkeit im ischämischen Bein im Vergleich zum nicht ischämischen 










Abbildung 4-15  
Verhältnis I/NI der Kontraktionsgeschwindigkeit in %, die nach fünf und zehn Minuten ausgewertet 
wurde. (MW ± SEM, Placebo vs. Cilostazol, **: p < 0,01, ***: p < 0,001, n = 10 – 15) 
 
4.3.1.6.3 Relaxationszeit 
Die Relaxationszeit RZ wurde durch die Behandlung mit Cilostazol signifikant verkürzt, und 
zwar von 29 ± 3 ms (Placebo) auf 20 ± 1 ms (Cilostazol) bzw. von 18 ± 1 ms (Placebo) auf 13 




Abbildung 4-16  
Relaxationszeit (RZ) in ms, von unbehandelten (Placebo), sowie von mit Cilostazol behandelten Tieren, 
jeweils dargestellt fünf und zehn Minuten nach Beginn der Messung. (MW ± SEM, Placebo vs. Cilostazol, 







Das Verhältnis I/NI der Relaxationszeit lag bei Placebo im Mittel nach fünf Minuten bei 281 
± 22 % und bei Cilostazol bei 226 ± 17 %. Damit war die Behandlung mit Cilostazol nur 
tendenziell besser als Placebo. Nach zehn Minuten aber lag das Verhältnis bei Placebo im 
Mittel bei 254 ± 16 und bei Cilostazol bei 198 ± 8 %. Die Behandlung mit Cilostazol führte 
zu diesem Zeitpunkt zu einer signifikanten Verbesserung des Verhältnisses I/NI der 




Abbildung 4-17  
Relaxationszeit (RZ), dargestellt als Verhältnis vom ischämischen zum nicht ischämischen Bein der 
Gruppen Placebo und Cilostazol in %, ausgewertet fünf und zehn Minuten nach Beginn der Messung. 




















Die Relaxationsgeschwindigkeit dF/dtmin, wurde durch die Behandlung mit Cilostazol nach 
fünf und zehn Minuten signifikant erhöht. Sie lag bei den unbehandelten Tieren nach fünf 
Minuten bei -3552 ± 384 g/s und nach zehn Minuten bei -4062 ± 488 g/s. Die Behandlung mit 
Cilostazol beschleunigte die Relaxationsgeschwindigkeit auf -5161 ± 517 g/s nach fünf 
Minuten und nach zehn Minuten auf -6352 ± 525 g/s. (Abbildung 4-18) 
 
 
Abbildung 4-18  
Relaxationsgeschwindigkeit (dF/dtmin) in g/s nach fünf und zehn Minuten, bei unbehandelten Tieren 
(Placebo) im Vergleich zu mit Cilostazol behandelten Tieren. (MW ± SEM, Placebo vs. Cilostazol,            
*: p < 0,05, **: p < 0,01, n = 10 – 15) 
 
Die Behandlung mit Cilostazol führte nach zehn Minuten zu einer signifikanten Verbesserung 
des Verhältnisses I/NI von 28 ± 3 % (Placebo) auf 41 ± 3 % (Cilostazol). (Abbildung 4-19) 
 
 
Abbildung 4-19  
Verhältnis der Relaxationsgeschwindigkeit (I/NI) bei Placebo und Cilostazol, in %, ausgewertet nach fünf 





4.3.2 ZDF/GmiCrl-(fa/fa) Ratten 
4.3.2.1 Körpergewichte 
Zum Zeitpunkt der Operation lag das durchschnittliche Körpergewicht (MW ± SEM) in der 
Placebo Gruppe bei 384 ± 7 g und in der mit Cilostazol behandelten Gruppe bei 351 ± 6 g. 
Zum Zeitpunkt der ersten Perfusionsdruckmessung lag das Körpergewicht in der Placebo 
Gruppe bei 372 ± 10 g und bei 340 ± 5 g in der Cilostazolgruppe. Eine Woche später ergab 
sich für die unbehandelten Tiere ein Körpergewicht von 369 ± 10 g und für die mit Cilostazol 
ein Körpergewicht von 350 ± 6 g. Die Körpergewichte der Tiere in der Behandlungsgruppe 
unterschieden sich zu keinem Messzeitpunkt signifikant vom Körpergewicht der 
unbehandelten Tiere. 
 
4.3.2.2 Ergebnisse der Blutuntersuchung 
Alle in der Studie verwandten Tiere zeigten erhöhte Glukose-, HbA1c-, Cholesterin-, LDL-
Cholesterin- und Triglyceridspiegel und waren somit diabetisch. Die Behandlung mit 
Cilostazol zeigte keinen Einfluss auf die Glukose Spiegel oder die HbA1c Spiegel. Allerdings 
wurden durch die Behandlung die Triglyceridspiegel signifikant reduziert, während die 
Gesamtcholesterin- und die LDL Spiegel durch die Behandlung signifikant anstiegen. 
(Tabelle 4-3)  
 
Tabelle 4-3  
Gehalt an Glucose, HbA1C, Cholesterin, LDL-Cholesterin und Triglyceriden im Serum von unbehandelten 
Tieren und von Tieren, die sieben Tage lang mit Cilostazol behandelt wurden. (MW ± SEM, Placebo vs. 




Parameter Einheit Placebo Cilostazol 
Glucose (mmol/L) 24,5 ±  2,0         26,2 ± 2,9 
HbA1C (%)  9,3 ±  0,9 8,6 ± 0,8 
Gesamt Cholesterin (mmol/L)  5,2 ±  0,3       6,2 ± 0,3*** 
LDL Cholesterin (mmol/L)   0,4 ± 0,07     0,6 ± 0,1** 
Triglyceride (mmol/L) 





4.3.2.3 Applikation der Testsubstanz 
Cilostazol wurde über das Futter appliziert. Bei einem durchschnittlichen Gewicht von 350g 
und einer durchschnittlichen Futteraufnahme von 30 g täglich, wurde Cilostazol 
durchschnittlich in einer Dosis von 210 mg/kg/Tag von den Tieren aufgenommen. 
 
4.3.2.4 Blutdruck 
Der am anästhesierten Tier gemessene systolische Blutdruck, lag nach vierzehntägiger 
Behandlung bei den Placebo Tieren bei 120 ± 2 mmHg und bei den mit Cilostazol 
behandelten Tieren bei 126 ± 2 mmHg. Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen 
den Gruppen festgestellt werden.  
 
4.3.2.5 Perfusionsdruckmessung 
Bei den Perfusionsdruckmessungen, dargestellt in Tabelle 4-4, ergaben sich sieben und 
vierzehn Tage nach der Ligatur der rechten A. iliaca communis folgende Verhältnisse:  
 
Tabelle 4-4  
Perfusionsdruckindices der Gruppen Placebo (n = 34) und Cilostazol (n = 8) sieben und vierzehn Tage 
nach der Ligatur der A. iliaca communis. (MW ± SEM, Placebo vs. Cilostazol) 
 
Tage Einheit Placebo Cilostazol 
7 (%) 39 ± 2 44 ± 2 
14 (%) 48 ± 2 53 ± 2 
 
 












4.3.2.6 Messung der Muskelermüdung (invasiv) 
Für die Messung der Muskelermüdung wurden unbehandelte Tiere (n = 25) mit Tieren 
verglichen, die mit Cilostazol (n = 8) behandelt wurden. 
 
4.3.2.6.1 Kontraktionskraft 
Bei der Messung der Muskelermüdung ergaben sich für die Kontraktionskraft (F) im 
ischämischen Bein folgende Werte: Nach fünf Minuten erreichten die Placebo Tiere eine 
Kraft von 276 ± 9 g und die Cilostazol Tiere eine Kraft von 307 ± 5 g, nach zehn Minuten lag 
die Kraft bei Placebo bei 237 ± 9 g und bei Cilostazol bei 283 ± 6 g. 
Nach fünf Minuten zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden 
Gruppen. Nach zehn Minuten unterschied sich die Kontraktionskraft im ischämischen Bein, in 





Absolute Kontraktionskraft (F) in g nach fünf und zehn Minuten der Gruppen Placebo und Cilostazol. 
(MW ± SEM, Placebo vs. Cilostazol, *: p < 0,05, n = 8-25) 
 
Das Verhältnis I/NI der Kontraktionskraft lag nach fünfminütiger Messung bei Placebo bei 92 
± 2 % und bei Cilostazol bei 98 ± 3 %. Nach zehnminütiger Messung lag das Verhältnis in der 
Placebo Gruppe bei 84 ± 3 % und in der Cilostazol Gruppe bei 96 ± 2 %.  
Das Verhältnis I/NI der Kontraktionskraft unterschied sich somit bei den mit Cilostazol 
behandelten Tieren nach zehn Minuten signifikant von denen, die mit Placebo behandelt 








Kontraktionskraft, nach fünf und zehn Minuten, dargestellt als Verhältnis (I/NI) vom ischämischen Bein 
zum nicht ischämischen Bein in %. (MW ± SEM, Placebo vs. Cilostazol, *: p < 0,05, **: p < 0,01,           
***: p < 0,001, n= 8-25) 
 
4.3.2.6.2 Kontraktionsgeschwindigkeit 
Die Kontraktionsgeschwindigkeit dF/dtmax betrug in der Placebo Gruppe nach fünf Minuten 
17963 ± 895 g/s und in der Cilostazol Gruppe 21911 ± 715 g/s. Nach zehn Minuten lag sie in 
der Placebo Gruppe bei 15961 ± 930 g/s und in der Cilostazol Gruppe bei 21137 ± 678 g/s. 
Damit unterschieden sich die mit Cilostazol behandelten Tiere nach fünf und zehn Minuten 





Kontraktionsgeschwindigkeit (dF/dtmax) bei Placebo- behandelten und bei Cilostazol- behandelten Tieren, 
in g/s, nach fünf und zehn Minuten. (MW ± SEM, Placebo vs. Cilostazol, *: p < 0,05, **: p < 0,01,           






Für die Kontraktionsgeschwindigkeit ergab sich nach fünf Minuten ein Verhältnis vom 
ischämischen Bein zum nicht ischämischen Bein (I/NI) von 75 ± 4 % in der Placebo Gruppe 
und von 90 ± 3 % in der Cilostazol Gruppe. Nach zehn Minuten lag das Verhältnis I/NI in der 
Placebo Gruppe bei 64 ± 3 % und in der Cilostazol Gruppe bei 83 ± 2 %. 
Die Behandlung mit Cilostazol führte somit an beiden Messzeitpunkten zu einer signifikanten 
Erhöhung des Verhältnisses I/NI. (Abbildung 4-23) 
 
 
Abbildung 4-23  
Verhältnis I/NI der Kontraktionsgeschwindigkeit in %, bei Placebo und Cilostazol, ausgewertet fünf und 
zehn Minuten nach Beginn der Messung. (MW ± SEM, Placebo vs. Cilostazol, *: p < 0,05, **: p < 0,01, 
***: p< 0,001, n = 8-25) 
 
4.3.2.6.3 Relaxationszeit  
Die Relaxationszeit RZ betrug bei den unbehandelten Tieren nach fünf Minuten 27 ± 2 ms, 
und bei den mit Cilostazol behandelten Tieren 17 ± 1 ms. Nach zehn Minuten lag sie bei den 
unbehandelten Tieren bei 19 ± 1 ms und bei den mit Cilostazol behandelten Tieren bei 12 ± 
0,4 ms. 
Somit unterschieden sich an beiden Messzeitpunkten, die mit Cilostazol behandelten Tiere 








Absolute Relaxationszeiten (RZ) der Gruppen Placebo und Cilostazol in ms. (MW ± SEM, Placebo vs. 
Cilostazol, *: p < 0,05, **: p < 0,01, n = 8-25) 
 
Bei der Relaxationszeit ergab das Verhältnis des ischämischen Beins zum nicht ischämischen 
Bein (I/NI) folgende Werte: Nach fünf Minuten zeigte sich in der Placebo Gruppe ein 
Verhältnis von 226 ± 10 % und in der Cilostazol Gruppe ein Verhältnis von 160 ± 11 %. Nach 
zehn Minuten lag das Verhältnis dann in der Placebo Gruppe bei 219 ± 15 % und in der 
Cilostazol Gruppe bei 157 ± 6 %. 
Das Verhältnis I/NI wurde nach fünf und nach zehn Minuten durch die Behandlung mit 
Cilostazol im Vergleich zu den unbehandelten Tieren signifikant erniedrigt. (Abbildung 4-25) 
 
 
Abbildung 4-25  
Die Verhältnisse (I/NI) der Relaxationszeiten der Gruppen Placebo und Cilostazol in %. (MW ± SEM, 









4.3.2.6.4 Relaxationsgeschwindigkeit  
Die Relaxationsgeschwindigkeit dF/dtmin lag in der Placebo Gruppe nach fünf Minuten bei  
-3088 ± 252 g/s und in der Cilostazol Gruppe bei -4992 ± 457 g/s. Zehn Minuten nach Beginn 
der Messung lag sie in der Placebo Gruppe bei –3773 ± 375 g/s und in der Cilostazol Gruppe 
bei –6325 ± 448 g/s. 
Damit unterschied sich die Relaxationszeit der mit Cilostazol behandelten Tiere, nach fünf 




Die absolute Relaxationsgeschwindigkeit (dF/dt min) in g/s ist dargestellt, fünf und zehn Minuten nach 
Beginn der Messung. (MW ± SEM, Placebo vs. Cilostazol, **: p < 0,01, ***: p < 0,001, n = 8-25)  
 
Der prozentuale Anteil der absoluten Relaxationsgeschwindigkeit des ischämischen Beins an 
der absoluten Relaxationsgeschwindigkeit des nicht ischämischen Beins betrug nach 
fünfminütiger Messung in der Placebo Gruppe 39 ± 2 % und in der Cilostazol Gruppe 57 ± 5 
%. Nach zehnminütiger Messung lag der prozentuale Anteil bei Placebo bei 34 ± 2 % und bei 
Cilostazol bei 53 ± 4 %. 
Die Behandlung mit Cilostazol führte zu beiden Zeitpunkten zu einer signifikanten 









Verhältnis von I/NI der Relaxationsgeschwindigkeit in %, von unbehandelten (Placebo) und mit 























4.3.2.7 Messung der Muskelermüdung (nicht invasiv) 
Für die nicht invasive Studie wurden unbehandelte (n = 11) und mit Cilostazol behandelte 
diabetische Ratten (n = 11) eingesetzt. Sechsundfünfzig Tage nach der Ligatur wurden nur 
sechs Tiere pro Gruppe gemessen. 
 
4.3.2.7.1 Kontraktionskraft  
Die mit Cilostazol behandelten Tiere zeigten nach der induzierten Ischämie, im Vergleich zu 
den unbehandelten Tieren, eine signifikant stärkere und schnellere Erholung der 
Kontraktionskraft. Nach acht Wochen war zwischen den Behandlungsgruppen, die sich beide 





Abbildung 4-28  
Absolute Kontraktionskraft (F) des ischämischen Beins in g, von unbehandelten (P) und mit Cilostazol 
behandelten (C) diabetischen Tieren, sieben, vierzehn, einundzwanzig, fünfunddreißig (n=11) und 
sechsundfünfzig (n=6) Tage nach der Ligatur. (MW ± SEM, Placebo vs. Cilostazol, **: p < 0,01,             







4.3.2.7.2 Kontraktionsgeschwindigkeit  
Auch die Kontraktionsgeschwindigkeit dF/dtmax erholte sich bei den mit Cilostazol 
behandelten Tieren, im Vergleich zu den unbehandelten Tieren, signifikant stärker. Nach acht 





Abbildung 4-29  
Absolute Kontraktionsgeschwindigkeit (dF/dtmax) des ischämischen Beins in g/s von unbehandelten (P) 
und mit Cilostazol behandelten (C) diabetischen Tieren, sieben, vierzehn, einundzwanzig, fünfunddreißig 
(n=11) und sechsundfünfzig (n=6) Tage nach der Ligatur. (MW ± SEM, Placebo vs. Cilostazol, *: p < 0,05, 














4.3.2.7.3 Relaxationszeit  
Die Relaxationszeit RZ war sieben und vierzehn Tage nach der Ligatur bei den mit Cilostazol 
behandelten Tieren, im Vergleich zu den unbehandelten, signifikant reduziert. Ausnahme war 
Tag einundzwanzig. Hier konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen 
festgestellt werden. Nach fünfunddreißig Tagen war wieder ein signifikanter Unterschied 






Abbildung 4-30  
Absolute Relaxationszeit (RZ) in ms des ischämischen Beins von unbehandelten (P) und mit Cilostazol (C) 
behandelten diabetischen Tieren, sieben, vierzehn, einundzwanzig, fünfunddreißig (n=11) und 
sechsundfünfzig (n=6) Tage nach der Ligatur. (MW ± SEM, Placebo vs. Cilostazol, *: p < 0,05,                 











4.3.2.7.4 Relaxationsgeschwindigkeit  
Auch bei der Relaxationsgeschwindigkeit dF/dtmin erkennt man, dass sie sich bei den mit 
Cilostazol behandelten Tieren schneller und stärker erholte. Nach vierzehn Tagen war der 
maximale Unterschied erreicht. Dann wurde der Abstand zwischen beiden 
Behandlungsgruppen wieder geringer und blieb bis nach fünf Wochen auf diesem Niveau. 
Nach acht Wochen hatte sich die Relaxationsgeschwindigkeit im ischämischen Bein in beiden 
Gruppen stark verbessert und es konnte kein signifikanter Unterschied mehr zwischen ihnen 





Abbildung 4-31  
Absolute Relaxationsgeschwindigkeit (dF/dtmin) des ischämischen Beins in g/s von unbehandelten (P) und 
mit Cilostazol (C) behandelten diabetischen Tieren, sieben, vierzehn, einundzwanzig, fünfunddreißig 
(n=11) und sechsundfünfzig (n=6) Tage nach der Ligatur. (MW ± SEM, Placebo vs. Cilostazol, *: p < 0,05, 










Abbildung 4-32 zeigt die Darstellung der prozentualen Steigerung der Parameter Kraft (A), 
Kontraktionsgeschwindigkeit (B), Relaxationszeit (C) und Relaxationsgeschwindigkeit (D) 
durch die Behandlung mit Cilostazol. Sie führte über den gesamten Zeitraum der Messungen 
zu einer signifikanten Verbesserung der oben genannten Parameter. Offenbar maximal war 
die Steigerung durch die Behandlung bei Kraft, Kontraktionsgeschwindigkeit
 
und 
Relaxationsgeschwindigkeit vierzehn Tage nach der Ligatur. Die maximale Verringerung der 
Relaxationszeit lag sieben Tage nach der Ligatur. Insgesamt verkleinerte sich der 
Behandlungseffekt über den Verlauf der acht Wochen. 
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Abbildung 4-32  
Prozentuale Steigerung der Absolutwerte des ischämischen Beins durch die Behandlung mit Cilostazol in 
%, vier (n = 4), sieben, vierzehn, einundzwanzig und fünfunddreißig (n = 11)  und sechsundfünfzig (n = 6) 





Da die maximale Steigerung durch die Behandlung mit Cilostazol bei einem Großteil der 
Parameter vierzehn Tage nach der Ligatur erkennbar war, wurden die Messwerte als 
Verhältnis zu diesem Zeitpunkt exemplarisch dargestellt. (Abbildung 4-33) 
 
Die Behandlung mit Cilostazol führte bei allen Parametern, im Vergleich zu den 
unbehandelten Tieren (Placebo), zu einer signifikanten Verbesserung des Verhältnisses. 
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Abbildung 4-33  
Exemplarische Darstellung des Verhältnisses vom ischämischen zum nicht ischämischen Bein (I/NI) in %, 
vierzehn Tage nach der Ligatur der A. iliaca communis, von unbehandelten (Placebo) und mit Cilostazol 
behandelten Tieren, nach zehnminütiger Messung. (MW ± SEM, *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001, n 








Für die immunhistochemische Untersuchung wurde der M. gastrocnemius von unbehandelten 
diabetischen Ratten (n = 7) in drei Ebenen untersucht. Auf die Untersuchung von mit 
Cilostazol behandelten Tieren wurde zunächst verzichtet. (Abbildung 4-34) 
Die Einzelwerte wurden graphisch als Mittelwerte vom ischämischen und vom nicht 
ischämischen Muskel dargestellt. 
 
 












Immunhistochemische Darstellung der mit Anti Dystrophin Antikörper angefärbten Muskelzellen (A) 





















4.3.2.8.1 Fläche der Muskelzellen in µm2  
Die Auswertung der mit Dystrophin gefärbten Schnitte ergab für die Muskelzellen im nicht 
ischämischen Bein im Mittel eine Fläche von 2099 ± 173 µm2. Im ischämischen Bein hatten 
die Muskelzellen eine mittlere Fläche von 2072 ± 205 µm2. Somit war hier zwischen dem 






Die mittlere Muskelzellfläche in µm2 in Muskelschnitten vom ischämischen (I) und vom nicht 















4.3.2.8.2 Kapillare pro Muskelzelle 
Die Anzahl der Kapillare pro Muskelzelle (n) lag im Mittel bei den unbehandelten Tieren im 
nicht ischämischen Bein bei 2,15 ± 0,14 und im ischämischen Bein bei 2,19 ± 0,09. Insgesamt 
konnte kein Unterschied zwischen dem ischämischen und dem nicht ischämischen Bein 





Die mittlere Kapillardichte, als Anzahl der Kapillare pro Muskelzelle (n), in Muskelschnitten vom 















4.4 Bilaterale Hinterlaufischämie bei der Maus 
4.4.1 C57BL/6-Mäuse 
4.4.1.1 Messung der Laufradleistung 
4.4.1.1.1 Gesamtstrecke 
Die Mittelwerte der täglich zurückgelegten Laufstrecke der behandelten, genetisch 
unveränderten C57BL/6-Mäuse unterschieden sich nur zwischen der zweiten und dritten 
Woche nach der Ligatur von den Mittelwerten der täglichen Strecke der unbehandelten 
C57BL/6-Mäuse. Insgesamt erholten sich die C57BL/6-Mäuse beider Gruppen innerhalb 
eines relativ kurzen Zeitraums. Vier Wochen nach der Ligatur erreichten beide Gruppen fast 





Tägliche Gesamtstrecke in km gemessen in einem Zeitraum von zwei Wochen vor der Ligatur der A. 
femoralis bis zu drei Wochen nach der Ligatur. Die täglichen Einzelwerte wurden jeweils über zwei Tage 








Die mit Cilostazol behandelten Tiere erreichten nur in der zweiten und dritten Woche nach 
der Ligatur, bezogen auf die Ausgangsleistung, eine signifikant weitere Gesamtstrecke. Nach 
vier Wochen war die auf die Ausgangslaufleistung bezogene Strecke bei beiden Gruppen fast 






Zurückgelegte Strecke der Mäuse in % von ihrer mittleren Ausgangstrecke (100 %)  in den zwei Wochen 
vor der Ligatur, jeweils gemittelt über eine Woche. (MW ± SEM, Placebo vs. Cilostazol, *: p < 0,05,        
**: p < 0,01, n = 12) 
 
Da sich die Gesamtstrecke in Vorversuchen als der sensibelste Parameter herausgestellt hat 
und hier dauerhaft kein deutlicher Unterschied zwischen den Gruppen gezeigt werden konnte, 
wurde auf die statistische Auswertung von weiteren Parametern (Spitzengeschwindigkeit, 















4.4.2 eNOS -/- Mäuse 
4.4.2.1 Messung der Laufradleistung  
4.4.2.1.1 Gesamtstrecke 
Die eNOS-/- Mäuse erholten sich nach der Ligatur der A. femoralis deutlich langsamer als die 
genetisch unveränderten C57Bl/6-Mäuse. Die unbehandelten Tiere (Placebo) zeigten auch 35 
Tage nach der Operation keine deutliche Verbesserung der Laufleistung. Dahingegen zeigten 
die mit Cilostazol behandelten Tiere eine deutliche Verbesserung der Gesamtlaufleistung. Die 
täglich zurückgelegte Gesamtstrecke war, im Vergleich zu den unbehandelten Tieren, ab der 






Abbildung 4-39  
Mittlere Gesamtstrecke in km, dargestellt in einem Zeitraum von zwei Wochen vor der Ligatur der A. 
femoralis bis zu fünf Wochen danach. Die täglichen Einzelwerte wurden jeweils über zwei Tage gemittelt 
dargestellt. Verglichen werden Tiere, die mit Cilostazol behandelt wurden, mit unbehandelten (Placebo) 






Die mit Cilostazol behandelten eNOS-/- Mäuse erreichten nach fünf Wochen über 40 % ihrer 
Ausgangsstrecke (100 %), während die unbehandelten Tiere nur etwa 15 % davon 




Abbildung 4-40  
Zurückgelegte Strecke der Mäuse in % von ihrer mittleren Ausgangstrecke (100 %) , in den zwei Wochen 
vor der Ligatur, jeweils gemittelt über eine Woche. (MW ± SEM, Placebo vs. Cilostazol, *: p < 0,05,      



















4.4.2.1.2 Spitzen- und Durchschnittsgeschwindigkeit 
Die Spitzen- und die Durchschnittsgeschwindigkeit waren bei den mit Cilostazol behandelten 
Tieren, im Vergleich zu den Placebo Tieren, ab der dritten Woche signifikant erhöht und 
näherten sich bis nach 35 Tagen immer mehr ihrer Ausgangsleistung an. (Abbildung 4-41 A 
und B) 
  A 
 
  B 
 
 
Abbildung 4-41  
Spitzengeschwindigkeit (A) und Durchschnittsgeschwindigkeit (B) in km/h von unbehandelten (Placebo) 
und mit Cilostazol behandelten (Cilostazol) eNOS -/- Mäuse. Die täglichen Einzelwerte wurden jeweils 







4.4.2.1.3 Weiteste und Längste Laufperiode 
Die Behandlung mit Cilostazol führte ab der dritten Woche zu einer signifikanten 
Verlängerung der weitesten am Stück zurückgelegten Strecke. Dahingegen unterschieden sich 
die zwei Behandlungsgruppen hinsichtlich der längsten Laufperiode am Stück nicht so 
deutlich voneinander. Die längste am Stück dauernde Laufperiode war nach der bilateralen 







Abbildung 4-42  
Die weiteste Laufperiode in km und die längste Laufperiode in Minuten von unbehandelten und mit 
Cilostazol behandelten eNOS-/- Mäusen. Die täglichen Einzelwerte wurden jeweils über zwei Tage 





4.4.2.1.4  Gesamtzeit im Laufrad 
Die Gesamtzeit, die Mäuse in ihrem Laufrad verbrachten, war durch die Behandlung mit 




Abbildung 4-43  
Absolute Gesamtzeit in Stunden (h), die Mäuse aus der Placebo Gruppe und der Cilostazol Gruppe im 
Laufrad verbrachten. Die täglichen Einzelwerte wurden jeweils über zwei Tage gemittelt dargestellt. 

















4.4.2.1.5 Anzahl der Laufperioden 
Die Anzahl der Laufperioden war zwischen den zwei Gruppen, bis einschließlich zur vierten 





Abbildung 4-44  
Die Anzahl der Laufperioden von Mäusen aus der unbehandelten oder der mit Cilostazol behandelten 
Tiergruppe. Die täglichen Einzelwerte wurden jeweils über zwei Tage gemittelt dargestellt. (MW ± SEM, 

















4.4.2.1.6 Symptomklassifikation (Grad 1-Grad 4) 
Bei der Klassifikation der Symptome erkennt man deutlich, dass von Beginn an die 
Behandlung mit Cilostazol zu einem verminderten Schweregrad der Symptome führte. Viele 
der unbehandelten Tiere (n = 7) mussten im Laufe der Zeit nach der Ligatur der A. femoralis 
abgetötet werden, da der komplette Fuß nekrotisch wurde (Grad 4). Dies kam bei den mit 
Cilostazol behandelten Tieren nur bei einer einzigen Maus vor. Die Tiere aus dieser Gruppe 





Abbildung 4-45  
Symptomklassifikation der unbehandelten und der mit Cilostazol behandelten Tiere über einen Zeitraum 
von fünf Wochen nach der bilateralen Ligatur der A. femoralis. (MW ± SEM, Placebo vs. Cilostazol, *: p 















4.4.2.1.7 Gesamtstrecke bei unoperierten eNOS-/- Mäusen 
Die Gesamtstrecke von unoperierten eNOS-/- Mäusen wurde durch eine Behandlung von 
Cilostazol nicht beeinflusst. Da die Gesamtstrecke der sensitivste Parameter ist, und hier kein 






Abbildung 4-46  
Mittlere Gesamtstrecke in km, dargestellt in einem Zeitraum von zwei Wochen vor der Behandlung, bis 
zu 2 1/2 Wochen danach. Verglichen wurden Tiere, die mit Cilostazol behandelt wurden, mit Tieren die 
mit Placebo behandelt wurden. Die täglichen Einzelwerte sind jeweils über zwei Tage gemittelt dargestellt. 













4.4.2.2  Blutdruckmessung 
Die Blutdruckmessung mittels „Tail Cuff“ ergab einen Blutdruck von 121 ± 5 mmHg in der 
unbehandelten Gruppe und einen Blutdruck von 121 ± 3 mmHg in der mit Cilostazol 
behandelten Gruppe. Cilostazol hatte somit in dieser Studie keinen Einfluss auf den 




Systolischer Blutdruck in mmHg bei unbehandelten und mit Cilostazol behandelten eNOS-/- Mäusen. 







5.1 Neue Tiermodelle 
Allgemein 
Die PAVK im Stadium II (Claudicatio intermittens) ist eine Erkrankung, welche die 
Lebensqualität und die Leistungsfähigkeit des Patienten erheblich einschränken kann. Zur 
symptomatischen Therapie stehen allerdings nur wenige zugelassene Substanzen zur 
Verfügung. Für Cilostazol wurde zwar eine Wirksamkeit nachgewiesen, allerdings besteht für 
Cilostazol nur eine beschränkte Einsatzfähigkeit, da es bei Patienten mit Herzinsuffizienz, 
wegen einer erhöhten Mortalität, nicht angewendet werden darf (Jacoby & Mohler, III 2004). 
Bei Pentoxifyllin existieren widersprüchliche Studienergebnisse, die seine Wirksamkeit als 
umstritten erscheinen lassen (Dawson et al. 2000). Naftidrofuryl und Buflomedin zeigen eine 
geringe Effektivität, sind aber nur in Europa zur Behandlung erhältlich (Jacoby & Mohler, III 
2004). Insgesamt sind die Möglichkeiten zur symptomatischen Therapie der Claudicatio 
intermittens eingeschränkt, und daher ist die Entwicklung neuer Substanzen notwendig. Neue 
Medikamente können über verschiedene Mechanismen in die Erkrankung eingreifen. 
Interessant erscheinen Substanzen, die rheologische, vasodilatatorische und 
plättchenaggregationshemmende Eigenschaften besitzen (Dawson et al. 1998). Es reicht aber 
meist nicht aus, dass Substanzen eingesetzt werden, die nur über einen dieser Mechanismen 
wirken. Zum Beispiel haben reine Vasodilatatoren (Solomon et al. 1991) oder reine 
Plätchenaggregationshemmer (Ciocon et al. 1997) keine Verlängerung der maximalen 
Gehstrecke gezeigt, während z. B. Cilostazol, das über vasodilatatorische und 
plättchenaggregationshemmende Eigenschaften verfügt, eine signifikante Verlängerung der 
Gehstrecke bewirkt (Dawson et al. 1998). Auch Substanzen zur therapeutischen Arterio- und 
Angiogenese (Lederman et al. 2002) werden zur Zeit auf ihre Wirksamkeit geprüft. Darauf 
wurden, aufgrund von vielversprechenden Ergebnissen in präklinischen Studien, große 
Hoffnungen gesetzt, die bislang in klinischen Studien jedoch nicht eindeutig bewiesen werden 
konnten (Rajagopalan et al. 2003). Außerdem führten Substanzen, die in den 
Muskelstoffwechsel eingreifen, (z. B. Propionyl-L-Carnitin) in der Behandlung der 
Claudicatio intermittens zu einer signifikanten Verlängerung der maximalen Gehstrecke, was 





Um diese Vielzahl von klinischen Studien mit unterschiedlichen Substanzen vergleichen zu 
können, wurde die Durchführung von solchen Studien 1997 in Basel durch eine internationale 
Komission (Transatlantic Conference on Clinical Trial Guidelines in Peripheral Art. Disease) 
standardisiert. Hier wurden Kriterien festgelegt, die das Studiendesign, die Patientenauswahl 
und die primären Endpunkte der Studien betreffen. Danach sollen in Phase III nur 
randomisierte, Placebo kontrollierte Doppelblindstudien mit einer Behandlungslänge von 
mind. 6 Monaten und einer mindestens vierwöchigen Nachbeobachtungsphase durchgeführt 
werden. Um eine stabile Ausgangsituation zu haben, soll eine längere Vorbeobachtungsphase 
(Run In Phase) eingeplant werden. In dieser Zeit werden die Patienten mehrmals untersucht 
und die Stabilität ihrer Symptome ermittelt. Patienten mit instabilen Symptomen sollten 
ausgeschlossen werden. Durch die lange Behandlungszeit können eventuelle Toleranzeffekte 
aufgedeckt werden. In der vierwöchigen Nachbeobachtungsphase soll gezeigt werden, dass es 
nach dem Absetzen der Substanz zu keinem Rebound Effekt kommt. Der primäre Endpunkt 
klinischer Studien sollte die maximale und die maximale schmerzfreie Gehstrecke sein. Diese 
können mit international akzeptierten Protokollen auf dem Laufband ermittelt werden. 
Sekundärer Endpunkt sollte die Ermittlung der Lebensqualität sein. Zusätzlich sollten immer 
Daten zu Morbidität und Mortalität erhoben werden, um die Sicherheit der Substanzen 
feststellen zu können (Labs et al. 1999). Diese Standards führen seitdem bei klinischen 
Studien zu einer hohen Vergleichbarkeit, bezüglich der Effektivitäten der getesteten 
Substanzen. 
 
Dahingegen gibt es für präklinische Untersuchungen keinen validierten Standard. Die 
zahlreichen Studien untersuchen mit vielen verschiedenen Methoden ähnliche Endpunkte. 
Diese sind daher kaum miteinander zu vergleichen. So wurde z. B. in einigen Studien die 
Effektivität einer Behandlung durch die Bestimmung der Kapillarisierung ermittelt (Emanueli 
et al. 2001), wobei in anderen hierzu eine angiographische Darstellung der Kollateralgefäße 
(Brevetti et al. 2003) erfolgte. Zur nicht invasiven Messung der Hautdurchblutung wurde 
häufig die Methode des „laser doppler imaging“ (LDI) verwendet (Silvestre et al. 2000) oder 
die Muskeldurchblutung wurde direkt invasiv mittels Mikrosphären untersucht (Okyayuz-
Baklouti et al. 1989). Das gleiche gilt für die Messung der Muskelermüdung, bei der die 
Vergleichbarkeit durch unterschiedliche Stimulationsprotokolle und Versuchsaufbauten 
erschwert wird. Es ist außerdem nicht klar, mit welchem Parameter die klinische Situation des 
Patienten mit Claudicatio intermittens am Genausten dargestellt wird und welcher sich somit 





Die Situation wird zusätzlich dadurch erschwert, dass für die Standardtherapie Cilostazol 
kaum präklinische Daten in Modellen für die Indikation PAVK vorliegen, an denen man sich 
orientieren könnte. Es erscheint daher sinnvoll neue präklinische Modelle zu entwickeln, die 
die klinische Situation des Patienten mit Claudicatio intermittens möglichst genau 
widerspiegeln und diese dann mit Cilostazol, als momentan einzig wirksamer Substanz zur 
Behandlung der PAVK, zu validieren. 
 
Patienten mit Claudicatio intermittens haben atherosklerotisch bedingte Stenosen in den 
Arterien der Beine, die zu einer verminderten Perfusion der entsprechenden Muskulatur 
führen. Dieser verminderte Perfusionsdruck im ischämischen Bein (ABI 0,4 - 0.9) führt in 
Ruhe zu keinen Ischämie bedingten Schmerzen oder trophischen Störungen. Erst unter 
Belastung kann die Durchblutungseinschränkung nicht mehr kompensiert werden und es 
kommt zu den typischen ischämischen Schmerzen in der entsprechenden Muskulatur, die 
weiterhin zu funktionellen Einschränkungen und damit zu einer Verkürzung der Gehstrecke 
führen (Cetin & Baumgartner 2004).  
 
Primärer Endpunkt klinischer Studien ist daher die funktionelle Verbesserung, die durch die 
Bestimmung der maximalen schmerzfreien und der maximalen Gehstrecke ermittelt wird 
(Money et al. 1998, Kieffer et al. 2001, Mohler, III et al. 2003). Aber gerade in präklinischen 
Modellen zur therapeutischen Arterio- und Angiogenese (Emanueli et al. 2002), als auch in 
anderen Modellen (Couffinhal et al. 1998), wurde häufig nur die Wirkung von Substanzen auf 
die Kapillarisierung, beziehungsweise die Durchblutung in Ruhe überprüft.  
Die Messung der Durchblutung in Ruhe (z. B. ABI) ist zwar ein guter diagnostischer 
Parameter, korreliert aber klinisch nicht unbedingt mit der funktionellen Einschränkung der 
Patienten mit Claudicatio intermittens (Hiatt et al. 1995). Im Einklang dazu existieren einige 
Therapien, die zwar zu einer Verbesserung des Gehvermögens und der Leistungsfähigkeit 
führen, gleichzeitig aber nicht den ABI bzw. die Extremitätendurchblutung verbessern (Hiatt 
et al. 1990, Regensteiner et al. 1993, Hiatt et al. 1995). Dahingegen führten in einer anderen 
Studie die Behandlungen mit Cilostazol und mit Pentoxifyllin zu einer geringen Verbesserung 
des ABI, von 0,66 auf 0,7, aber nur die Behandlung mit Cilostazol führte gleichzeitig auch zu 
einer funktionellen Verbesserung, in Form einer signifikant verlängerten Gehstrecke (Dawson 
et al. 2000). Außerdem gibt es Behandlungsstrategien, die nur über eine Beeinflussung des 
Muskelstoffwechsel zu einer signifikanten Gehstreckenverbesserung bei Claudicatio-






Daher sollten auch präklinische Modelle als Endpunkt die funktionelle Verbesserung mit- 
einschließen. Eine konservative Therapie beim Patienten muss ja schließlich nicht zeigen, 
dass sie eine Verbesserung der Durchblutung in Ruhe bedingt, sondern dass sie zu einer 
Verbesserung der Leistungsfähigkeit (Gehstrecke) des Patienten mit Claudicatio intermittens 
führt (Hiatt 2004). 
 
Das Modell der unilateralen Hinterlaufischämie an der Ratte 
Um für die Klinik eine höhere Prädiktabilität zu erreichen, wurde an der Ratte ein Modell 
entwickelt, mit dem Ziel, dass die Tiere eine chronische Einschränkung in der Durchblutung 
haben, die beim Patienten einem ABI von etwa 0,5 entspricht. Die verminderte Durchblutung 
sollte keine Beschwerden in Ruhe (Hinken, trophische Störungen) bedingen, sondern nur 
innerhalb von fünf bis zehn Minuten zu einer belastungsinduzierten Muskelermüdung führen. 
Außerdem sollte in dem neuen Modell die Multimorbidität des Patienten mit Claudicatio 
intermittens berücksichtigt werden. 
 
Um die festgelegten Ziele zu erreichen, wurde in dieser Arbeit bei Ratten eine Ligatur der 
rechten A. iliaca communis (Fulgenzi et al. 1998) durchgeführt. Dies hatte gegenüber einer 
einfachen Ligatur (Challiss et al. 1986) oder Exzision der A. femoralis (Hong et al. 2001) den 
Vorteil, dass die signifikante Einschränkung der Durchblutung in Ruhe mindestens über zwei 
Wochen (Fulgenzi et al. 1998) aufrechterhalten werden konnte, ohne aber dass es zu 
trophischen Störungen kam, was mehr einem Modell der kritischen Extremitätenischämie 
(Stadium II und IV nach Fontaine) und nicht einer Claudicatio intermittens (Stadium II nach 
Fontaine) entsprochen hätte.  
Dadurch, dass die Durchblutungseinschränkung über zwei Wochen erhalten werden konnte, 
war es möglich die Chronizität der Erkrankung darzustellen. Außerdem kommt es vor allem 
innerhalb der ersten Woche nach der Ligatur zu den stärksten endogenen Kompensationen der 
Ischämie (Ito et al. 1997, Herzog et al. 2002), die etwa nach ca. 2 Wochen ein Plateau 
erreichen. Damit erreichte das Modell erst eine gewisse Stabilität und eine Überlagerung von 
endogener Kompensation und Substanzeffekt wurde dadurch weitestgehend vermieden 










Um die Durchblutungseinschränkung in Ruhe zu quantifizieren, wurde in dieser Arbeit die 
Perfusionsdruckmessung angewandt. Diese wurde bisher nur beim Kaninchen (Hong et al. 
2001) durchgeführt und stellt somit für die Ratte eine neue, nicht invasive Methode zur 
Messung der Muskeldurchblutung dar. Die Einschränkung des Perfusionsdruckes im 
ischämischen Bein der Ratte lag in diesem Modell nach zwei Wochen im Vergleich zum nicht 
ischämischen Bein bei 50 %. Dies entspricht in etwa einem ABI von 0,5 und liegt damit im 
Bereich von Patienten mit Claudicatio intermittens, die in verschiedenen klinischen Studien 
zur Evaluierung von Substanzen untersucht wurden. Zum Beispiel lag der mittlere ABI in 
einer klinischen, randomisierten Doppelblindstudie zur Testung von Cilostazol im Mittel bei 
0,55 (Dawson et al. 1998), in anderen zur Testung von Pentoxifyllin bzw. Naftidrofuryl bei 
ungefähr 0,6 (Donaldson et al. 1984, Gallus et al. 1985, Adhoute et al. 1990).  
Andere Arbeitsgruppen verwendeten zur nicht invasiven Durchblutungsmessung in Ruhe die 
Methode des LDI (Couffinhal et al. 1998, Rivard et al. 1999). Mit dieser Methode wird die 
Durchblutung in der Mikrozirkulation der Haut und nicht die Durchblutung der Muskulatur 
gemessen. Es gibt zwar Studien die im Modell der unilateralen Hinterlaufischämie die 
Einschränkung im Blutfluss mittels LDI gemessen haben (Couffinhal et al. 1998, Murohara et 
al. 1998, Scholz et al. 2002, Emanueli et al. 2002), aber es bleibt unklar, ob eine 
Einschränkung in der Muskelperfusion 1:1 zu einer Veränderung in der Hautdurchblutung 
führt. Dazu zeigte eine präklinische Studie bei Mäusen nach unilateraler Ligatur der A. 
femoralis, dass die Ergebnisse der LDI Messung nicht mit denen der Mikosphärentechnik 
korrelierten. Die Mikosphärentechnik gilt als eine sehr genaue Messmethode zur Bestimmung 
der gesamten Muskeldurchblutung. In der präklinischen Studie wurde, gemessen mit dem LDI 
sieben Tage nach der Ligatur keine Einschränkungen im Blutfluss mehr festgestellt werden. 
Dahingegen konnte mit der Mikrosphärentechnik noch eine erhebliche Einschränkung 
ermittelt werden (Hoefer et al. 2002). Diese unterschiedlichen Ergebnisse sind wahrscheinlich 
auf eine fehlende Standardisierung der LDI Messung zurückzuführen. Gerade die Temperatur 
hat einen großen Einfluss auf die Messergebnisse. Die Körperkerntemperatur der Tiere hat 
Einfluss auf den Grad der Vasodilatation der Hautgefäße. In eigenen Untersuchungen zeigte 
sich, dass die Vasodilatation der Hautgefäße erst bei Kerntemperaturen von über 39,5 °C 
maximal ist. Zusätzlich wurde erkennbar, dass auch geringgradig unterschiedliche 
Umgebungstemperaturen oder Zugluft den Gefäßtonus der Hautgefäße beeinflussen. 
Problematisch ist dies insofern, dass eine vermehrte Vasokonstriktion hauptsächlich im nicht 






Im ischämischen Bein ist die Durchblutung schon massiv vermindert. Nachfolgend kommt es 
zu einer Verschiebung des Verhältnisses vom ischämischen zum nicht ischämischen Bein und 
so zu falsch negativen Ergebnissen. Insbesondere bei Mäusen ist die Konstanthaltung der 
Temperatur schwierig, da sie in Narkose sehr schnell auskühlen. Eine Wärmeplatte alleine 
reichte in unseren Versuchen, im Gegensatz zu anderen Studien (Murohara et al. 1998, 
Couffinhal et al. 1998, Emanueli et al. 2002), nicht aus. Um zusätzlich den Einfluss von 
wechselnden Umgebungstemperaturen und Zugluft zu mindern, lagen die Mäuse in einer aus 
Plexiglas gefertigten, beheizten Kammer (Scholz et al. 2002). Insgesamt hat sich diese 
Messung dadurch, im Vergleich zur Perfusionsdruckmessung, in unseren Modellen als 
variabler und zeitaufwendiger erwiesen. Aus diesem Grund wurde diese Methode nicht in die 
vorliegende Arbeit aufgenommen. 
Mit der Implantation von Flusssonden über den hauptzuführenden Arterien kann die 
maximale vasodilatatorische Reserve der Gefäße in der Extremitätenmuskulatur gemessen 
werden (Janiak et al. 2002). Nachteil ist, dass die Arterien über denen die Flusssonden 
implantiert werden auch andere, nicht ischämische Muskeln versorgen, in denen der periphere 
Gefäßwiderstand durch eine Behandlung sehr viel stärker gesenkt werden kann, als in den 
ischämischen Muskeln, die über Kollateralgefäße versorgt werden. Dies kann zu falsch 
positiven Ergebnissen führen (Waters et al. 2004).  
Eine weitere invasive Methode der Durchblutungsmessung ist die Verwendung von 
Mikrosphären (Laughlin et al. 1982). Die Messung der Durchblutung mit Mikrosphären hat 
den Vorteil, dass mit ihr sehr genau der Blutfluss in die entsprechende Muskulatur messbar 
ist. Nachteil ist dahingegen, dass dieser Versuch und die Aufbereitung sehr zeitaufwendig 
sind und infolge der hohen Invasivität nur als Finalversuch durchgeführt werden kann. In 
unseren Untersuchungen mit Mikrosphären (nicht dargestellt), konnte bei Wistar Ratten 
vierzehn Tage nach der Ligatur in Ruhe eine Einschränkung der Durchblutung ermittelt 
werden, die mit der, der Perfusionsdruckmessung vergleichbar war. Daher wurde weiterhin 
auf diese aufwendige Technik der Durchblutungsmessung verzichtet. 
 
Die an die Ratte adaptierte Perfusiondruckmessung stellt eine einfache Methode dar die 
Muskeldurchblutung zu bestimmen. Durch ihre fehlende Invasivität erlaubt sie die 
individuelle Evaluierung des Blutflusses bei jedem Tier unmittelbar vor und nach der Ligatur 
der A. iliaca communis und im weiteren Verlauf des Versuches. Außerdem entspricht der 
Perfusionsdruckindex dem klinischen Parameter ABI und erlaubt so einen Vergleich mit den 






Die histologischen Untersuchungen der Kapillardichte in der Wadenmuskulatur, die von uns 
zwei Wochen nach der Ligatur durchgeführt wurden, sollten Rückschlüsse auf den Grad der 
Angiogenese in der Muskulatur geben. Normalerweise führt ein fallender 
Sauerstoffpartialdruck zu einer Induktion von Transkriptionsfaktoren (z. B. HIF-1) und 
nachfolgend zur vermehrten Expression von VEGF (Carmeliet 2000). Zusätzlich kommt es 
im ischämischen Gebiet durch lokale Gewebszerstörung zu entzündlichen Veränderungen 
(Arras et al. 1998). Diese können zu einer verstärkten Angiogenese führen. 
In unseren Versuchen konnte kein Unterschied zwischen der Kapillardichte des ischämischen 
Beins und der des nicht ischämischen Beins festgestellt werden. Dies kann damit erklärt 
werden, dass die Ischämie und die nachfolgende Hypoxie in der Wadenmuskulatur in 
unserem Modell in Ruhe so gering waren, dass sie nicht zu einer Stimulation der Angiogenese 
führten. Aus diesem Grund wurden auch keine mit Cilostazol behandelten Tiere mehr 
untersucht 
Unsere Untersuchungsergebnisse entsprechen denen einer Studie, in der eine Ligatur der A. 
iliaca communis bei der Ratte nach einer und nach zwei Wochen zu keinen Unterschieden in 
der Kapillardichte führte. Erst nach fünf Wochen konnte eine geringfügige, nicht signifikante 
Steigerung (+12 %) der Kapillardichte ermittelt werden, die durch eine vermehrte Aktivität 
und eine damit verbundene stärkere Ischämie in der entsprechenden Muskulatur der Tiere 
erklärt wurde (Brown et al. 2003). Dahingegen konnte in einer anderen Studie bei Mäusen 
sieben Tage nach einer Exzision der A. femoralis eine signifikante Steigerung der 
Kapillardichte beobachtet werden. Hier kam es allerdings schon in Ruhe zu starken 
trophischen Störungen (Couffinhal et al. 1998) und ist daher nicht mit den Ergebnissen 
unserer Studien zu vergleichen. 
 
Dies zeigt, dass es nur zu einer vermehrten Angiogenese und damit Kapillarisierung kommt, 
wenn Ischämie und die nachfolgende Hypoxie in der entsprechenden Muskulatur stark genug 
ausgeprägt sind. Damit erscheint die Untersuchung der Kapillarisierung eher für ein Modell 










Invasive Messung der Muskelermüdung an der Ratte 
Um zu überprüfen, ob eine verminderte Perfusion in Ruhe in diesem Modell auch zu einer 
stärkeren Ermüdung der Wadenmuskulatur unter Belastung führt, wurden in dieser Arbeit 
Messungen der Muskelfunktion durchgeführt. Das Stimulationsprotokoll, welches in 
Vorversuchen ermittelt wurde, bedingte maximale Kontraktionen, die allerdings nur in der 
Wadenmuskulatur des ischämischen, aber nicht in der Wadenmuskulatur des nicht 
ischämischen Beins innerhalb der zehnminütigen Messung zu einer Ermüdung führten. Das 
nicht ischämische Bein konnte so als interne Kontrolle verwendet werden. 
Die Kontraktionskraftmessungen wurden bisher nur von wenigen Arbeitsgruppen in vivo 
ausgewertet. Die Stimulation der Wadenmuskulatur zur Kontraktion wurde meist nur zur 
Messung der Durchblutung unter Belastung mittels Mikrosphären verwendet (Elander et al. 
1985, Okyayuz-Baklouti et al. 1989). Seltener wurde hiermit auch direkt die Muskelfunktion 
bestimmt. Dabei wurde von allen Arbeitsgruppen die Kraftentwickelung der 
Wadenmuskulatur im ischämischen Bein im Verlauf der Stimulation gemessen. Ausgewertet 
wurde dann der „Fatigue Index“, bei dem die entwickelte Kraft am Ende der Stimulation mit 
der entwickelten Kraft der Stimulation zu Beginn ins Verhältnis gesetzt wurde (Okyayuz-
Baklouti et al. 1989, Fulgenzi et al. 1998). Dies galt dann als Maß der Ermüdung im 
ischämischen Bein. In der Arbeit von Okyayuz -Baklouti sank die Kraft über den Zeitraum 
der Messung im ischämischen Bein relativ stark ab. Sie lag zu Beginn bei 240 g, nach 15 min 
bei 68 g und am Ende der Messung nach 45 min bei 55 g. Die Kraft im ischämischen Muskel 
verminderte sich also um etwa 78 %. Aber auch im nicht ischämischen Bein sank sie stark, 
nämlich um 70 % (Okyayuz-Baklouti et al. 1989). In der Arbeit von Fulgenzi, der allerdings 
den M. tibialis anterior und den M. extensor digitalis longus zur Kontraktion stimulierte, sank 
die Kraft im ischämischen Bein innerhalb des fünfminütigen Stimulationsprotokolls um mehr 
als 60 %. Aber auch hier ermüdete das nicht ischämische Bein stark, um etwa 30 % (Fulgenzi 
et al. 1998). Dies könnte eventuell an der relativ hohen Stimulationfrequenz von 4 Hz gelegen 
haben, die zu einer rascheren und stärkeren Ermüdung führte. In der Arbeit von Doi und 
Kollegen waren nach der Ligatur der Aorta die Muskeln beider Beine ischämisch. Die 
absolute Verminderung der Kraft lag nach 10 min etwa bei – 20 % und nach 60 min bei          
– 40 %. Stimuliert wurde hier nur mit einer Frequenz von 1,33 Hz (Doi et al. 2000). Lediglich 
in einer Arbeit wurde zusätzlich zur Kraft auch die Relaxationszeit ermittelt                 
(Challiss et al. 1986). Hier führte die Stimulation mit 1 Hz dazu, dass die Kraft im nicht 





aber dann konstant blieb, während die Kraft im ischämischen Bein nach einem geringgradigen 
Anstieg relativ stark abfiel. Die Relaxationszeit verkürzte sich im nicht ischämischen Bein 
über den Zeitraum der Messung stark, während sie sich im ischämischen Bein sogar noch 
verlängerte. Diese Ergebnisse entsprechen prinzipiell denen unserer Studien. Hier war das 
Stimulationsprotokoll so konzipiert, dass es nur zu einer Ermüdung im ischämischen Bein 
kam. Das nicht ischämische Bein des gleichen Tieres blieb gleichzeitig konstant und konnte 
so als interne Kontrolle verwendet werden.  
In der vorliegenden Arbeit wurden zusätzlich zur Kraft und zur Relaxationszeit auch die 1. 
Ableitung der Kraft und der Relaxationszeit, d. h. die Geschwindigkeit der Kraft bzw. 
Relaxationszeitänderung, berechnet. Die Parameter Kontraktionsgeschwindigkeit und 
Relaxationsgeschwindigkeit wurden unseres Wissens bisher noch nie zur Bestimmung der 
Ermüdung im Skelettmuskel herangezogen. Durch die Stimulation kam es im ischämischen 
Bein zu einer deutlichen Abnahme der Kraft, der Kontraktionsgeschwindigkeit, der 
Relaxationszeit und der Relaxationsgeschwindigkeit, während diese Parameter im nicht 
ischämischen Bein konstant blieben. Dabei war der sensitivste Parameter nach der 
zehnminütigen Messung in unserem Modell nicht die Kraft (- 20 %), sondern die 
Kontraktionsgeschwindigkeit (- 40 %), die Relaxationsgeschwindigkeit (- 50 %) und die 
Relaxationszeit (+ 100 %). Die Tatsache, dass insbesondere die Relaxationsfähigkeit des 
ischämischen Muskels eingeschränkt war, lässt sich eventuell dadurch erklären, dass im 
Muskel ATP als Energielieferant hauptsächlich bei der Relaxation eine Rolle spielt. Bei der 
Muskelkontraktion verschieben sich Aktin und Myosin übereinander, ohne sich dabei selbst 
zu verkürzen (Gleitfilamenttheorie). Die Myosinköpfe rudern durch eine Kippbewegung die 
Aktinfilamente in Richtung Sarkomermitte (Querbrückenzyklus). Dadurch kommt es zu einer 
Muskelverkürzung. Durch die Ablösung der Myosinköpfe vom Aktin erschlafft der Muskel 
wieder. Gerade für diesen Vorgang ist ATP essentiell. Nach einem erfolgten Ruderschlag 
wird ein Molekül ATP gebunden und liefert so die notwendige Energie. Daraufhin kommt es 
zur Ablösung des Myosinköpfchens vom Aktinfilament. Anschließend wird ATP in ADP + 
Phosphat hydrolisiert. In einem ischämischen Muskel kann der erhöhte Energiebedarf bei 
Kontraktionen nicht mehr gedeckt werden und es kommt zu einer Abnahme der 
Relaxationszeit und Relaxationsgeschwindigkeit. Aber auch die Kraft und 
Kontraktionsgeschwindigkeit sind, wenn auch wohl weniger sensitiv, mit dem ATP Gehalt 
korreliert. Denn je mehr Querbrücken aktiviert werden, desto größer ist die ATP Spaltung pro 





wäre, dass infolge von Störungen die zytoplasmatische Ca2+ Konzentration erhöht bleibt und 
dadurch die Relaxation verlangsamt wird.  
Im physiologischen Zustand breitet sich ein Aktionspotential, infolge der 
elektromechanischen Koppelung, entlang des Transversalsystems ins Innere der Zelle aus, 
springt auf das Longitudinalsystem des Sarkoplasmatischen Retikulum (SR) über und bewirkt 
so die Freisetzung von Ca2+ aus den Terminalzisternen in das Zytoplasma. Die 
Muskelrelaxation setzt ein, sobald Ca2+ durch die Kalziumpumpe SR Ca2+ ATPase wieder in 
das SR rücktransportiert werden und so die intrazelluläre Kalziumkonzentration vermindert 
wird. Dadurch wird die Aktin-Myosin-Interaktion und die Aktin-Myosin-ATPase gehemmt. 
So werden die Myosinköpfe vom Aktin abgelöst und können auch nicht mehr „geschlagen“ 
werden (Schmidt & Thews 1995). Verschiedene in vitro Studien zeigen, dass zum Beispiel 
eine Anreicherung von ADP und Pi  zu einem Kalziumverlust aus dem SR und damit zu 
erhöhten zytoplasmatischen Kalziumkonzentrationen führen kann (Steele & Duke 2003). 
Außerdem könnte eine verminderte Aktivität der SR Ca2+ ATPase, eine verminderte 
Rückspeicherung von Ca2+ in das SR bedingen, zu einer Erhöhung der Kalziumkonzentration 
im Zytoplasma führen und so zu einer verzögerten Relaxation führen. Die Aktivität der SR 
Ca2+ ATPase könnte zum Beispiel durch erhöhten oxidativen Stress gestört werden (Viner et 
al. 1996) oder durch einen Mangel an ATP vermindert sein. 
 
Die Tatsache, dass die Relaxationsgeschwindigkeit und die Kontraktionsgeschwindigkeit 
sensitivere Parameter zur Messung der Muskelfunktionsmessung darstellen, konnte auch 
schon bei Herzfunktionsmessungen beobachtet werden. Bei der chronischen Herzinsuffizienz 
kann nämlich der Blutdruck noch relativ lange konstant gehalten werden, während die 
Kontraktionsgeschwindigkeit (dP/dtmax), die Relaxationsgeschwindigkeit (dP/dtmin) und die 
Relaxationszeit (tau) schon verändert sind. Der Blutdruck würde in unserem Modell der 
Kontraktionskraft entsprechen. Damit zeigt sich, dass die Kontraktionsgeschwindigkeit und 
die Relaxationsgeschwindigkeit im Vergleich zur Kraft (Blutdruck) sensitivere Parameter 
darstellen eine Funktionsstörung des Herzens zu messen. Dies konnte nun mit den Messungen 













Im Gegensatz zu anderen Experimenten wurden die Parameter zur Muskelermüdung auch 
nicht erst nach 45 min (Okyayuz-Baklouti et al. 1989) oder 60 min (Doi et al. 2000) 
ausgewertet, sondern schon nach fünf und nach zehn Minuten. Diese Zeitpunkte ermittelten 
wir aufgrund des Verlaufs der Muskelfunktionsmessung, bei der nach fünf Minuten ein 
Maximalwert und nach zehn Minuten ein konstantes Plateau erreicht wurde. Aber auch bei 
Patienten mit PAVK im Stadium II treten die Symptome der Muskelermüdung nicht erst nach 
45 oder 60 min auf, sondern schon innerhalb der ersten Minuten nach Beginn der Belastung. 
In einer Studie bei Patienten mit einem mittleren ABI von 0,5 lag die maximale schmerzfreie 
Gehzeit bei etwa 5 Minuten und die maximale Gehzeit bei etwa sieben Minuten (Menard et 
al. 2004). Auch bei Ratten war nach einer bilateralen Stenose der Femoralarterie die 
maximale Laufdauer auf dem Laufband von initial 40 Minuten auf 10 Minuten reduziert 
(Dinn et al. 1990).  
 
Insgesamt stellt das hier entwickelte Modell zur invasiven Messung der Muskelermüdung 
eine neue Möglichkeit dar, die Ischämie bedingte Muskelermüdung zu untersuchen. 
 
Nicht invasive Messung der Muskelermüdung an der Ratte 
Da die Methode der Messung der Muskelermüdung invasiv ist, kann dieser Versuch nur als 
Finalversuch durchgeführt werden. Um die gleichen Tiere auch zu verschiedenen Zeitpunkten 
auf ihre Muskelfunktion zu testen, wurde zusätzlich eine nicht invasive Methode zur Messung 
der Muskelfunktion entwickelt, die sehr einfach und zeitsparend durchgeführt werden kann. 
Hierzu wurde eine Apparatur konstruiert, in der die Muskulatur an beiden Hinterläufen der 
Ratte, über Elektroden an der Haut, zur Kontraktion stimuliert wurde. Dadurch kam es zur 
Extension der Pfoten, die dadurch eine Pedale bewegten. Die dabei ausgeübte Kraft wurde 
von einem Kraftaufnehmer gemessen und von einem computergestützen System 
aufgezeichnet. Wie auch bei den invasiven Messungen der Muskelfunktion wurden die 
Parameter der Muskelermüdung zur Auswertung herangezogen. Das nicht ischämische Bein 
konnte als intraindividuelle Kontrolle verwendet werden, um Unterschiede zwischen den 
Tieren auszugleichen.  
Die Parameter der Muskelermüdung verbesserten sich im Verlauf der Messungen im 
ischämischen Bein immer mehr, bis sie sich nach acht Wochen fast an das nicht ischämische 
Bein angeglichen hatten. Man erkennt außerdem, dass die Auswahl des Zeitpunktes von 





Zeitverlauf bestätigt werden konnte. Vierzehn Tage nach der Ligatur der A. iliaca communis 
konnte für die Ermüdungsparameter der maximale Unterschied zwischen den unbehandelten 
Tieren und der Positivkontrolle, den mit Cilostazol behandelten Tieren, ermittelt werden. 
Insgesamt waren die Ergebnisse dieser nicht invasiven Messungen mit den Ergebnissen aus 
der Studie mit den invasiven Messungen vergleichbar, wobei die absoluten Werte bei der 
nicht invasiven Studie allgemein etwas niedriger lagen. Dies kann dadurch erklärt werden, 
dass das System zur nicht invasiven Messung der Muskelermüdung wahrscheinlich etwas 
„träger“ reagierte. Mit dieser Methode wurde die Kraft zunächst von der Pfote auf eine Pedale 
übertragen und von da erst von einem Kraftaufnehmer aufgenommen. Im Gegensatz dazu 
wurde bei der invasiven Messung die vom Muskel produzierte Kraft direkt von einem 
Kraftaufnehmer gemessen und war daher sensitiver. Da aber auch mit der nicht invasiven 
Messung ein deutliches Fenster zur Substanzwirkung bereitgestellt werden konnte, ist sie der 
invasiven Methode gleichzustellen. Sie bietet zusätzlich den Vorteil der sehr zeitsparenden 
Durchführung und der fehlenden Invasivität, was eine Wiederholbarkeit der Experimente am 
gleichen Tier ermöglicht. 
 
Diese Methode wurde, nach unserem Wissen, bisher in der Literatur noch nicht beschrieben. 
Sie stellt somit bei der Ratte eine neue, nicht invasive Methode zur bilateralen Messung der 
Ischämie bedingten Muskelermüdung über einen Zeitraum von mindestens acht Wochen dar.  
 
Ko-Morbiditäten 
In vielen präklinischen Studien zur Testung neuer Substanzen für die Indikation PAVK 
wurden ausschliesslich gesunde Tiere eingesetzt (Okyayuz-Baklouti et al. 1989, Dinn et al. 
1990, Fulgenzi et al. 1998, Doi et al. 2000). Nachteil ist hier, dass die Ligation bzw. Exzision 
der entsprechenden Arterie innerhalb eines gesunden Gefäßbettes durchgeführt wird. Dies 
entspricht aber nicht der klinischen Situation. Patienten mit PAVK weisen normalerweise 
zahlreiche Ko-Morbiditäten, wie z. B. Diabetes oder Hypertonie auf (Diehm et al. 2004). 
Auch konnte in einem direkten Vergleich von diabetischen und nicht diabetischen Tieren in 
einem präklinischen Modell gezeigt werden, dass eine Behandlung mit einem Serotonin 
Antagonisten nur bei diabetischen Tieren zu einer Wirkung führt, während die gesunden Tiere 
von der gleichen Behandlung nicht profitierten. Dies wurde durch eine, nur bei diabetischen 
Tieren vorliegende, Hypersensitivität gegenüber Vasokonstriktoren wie Serotonin, bei 






Es zeigt auch, dass pathologische Tiermodelle, im Vergleich zu Modellen mit gesunden 
Tieren, auf medikamentöse Therapien in ganz unterschiedlicher Weise reagieren können, was 
dann auch beim Menschen eine Rolle spielen könnte. 
Um die klinische Situation des Patienten im Modell der unilateralen Hinterlaufischämie noch 
genauer darzustellen wurden zusätzlich zu den gesunden (lean) Tieren, noch Tiere mit 
manifestem Diabetes verwandt. Diese diabetischen Tiere zeichnen sich durch Adipositas, 
Hypertonie, Hyperglykämie, Hyperinsulinämie, Insulinresistenz und Hyperlipidämie aus und 
zeigen dadurch eine verminderte endogene Kompensationsfähigkeit, wie sie auch bei 
Patienten mit Diabetes zu beobachten ist. Beim Patienten führen metabolische 
Veränderungen, die mit Diabetes einhergehen, zu endothelialer Dysfunktion, vermehrtem 
oxidativem Stress, verstärkter Plättchenadhäsion und -aggregation, sowie zu Veränderungen 
der Rheologie des Blutes und nachfolgend zu atherosklerotischen Prozessen (American 
Diabetes Association 2003). Ähnliche Veränderungen sind auch bei den diabetischen Ratten 
(ZDF Ratten) zu erwarten (Peterson et al. 1999), die etwa im Alter von 7-10 Wochen an 
Diabetes erkranken. Um sicher zu gehen, dass die ZDF Ratten im Versuch auch alle 
diabetisch waren, wurden im Serum verschiedene Parameter überprüft (Glukose, HbA1c, 
Gesamt Cholesterin, LDL Cholesterin, Triglyceride). Diese zeigten eindeutig, dass die 
verwendeten Tiere zum Zeitpunkt des Versuches an einem manifesten Diabetes erkrankt 
waren. Im Gegensatz dazu konnten im Serum der Kontroll (lean) Ratten keine solchen 
Veränderungen festgestellt werden. 
 
Pathologische Tiermodelle eignen sich eher, um die klinische Situation des Patienten mit 
meist zahlreich vorhandenen Ko-Morbiditäten genau darzustellen. 
 
Laufradversuche an Mäusen 
Um zusätzlich zur Messung der reinen Muskelfunktion am anästhesierten Tier auch die 
„maximale Gehstrecke“ am wachen Tier untersuchen zu können, haben wir ein weiteres 
Modell zur Bestimmung der Laufleistung entwickelt. Aus der Literatur waren bereits 
verschiedene Möglichkeiten bekannt. In der Arbeit von Dinn und Kollegen wurde bei 
femoralarterienligierten Ratten die maximale Laufzeit bei verschiedenen Geschwindigkeiten 
(20m/min, 25m/min, 30m/min) des Laufbandes ermittelt. Die Laufzeit war zunächst auf 25 % 
der Ausgangsleistung beschränkt und erreichte nach ca. drei Wochen wieder etwa 50 % davon 






Die Arbeitsgruppe von Yang und Kollegen führte einen ähnlichen Versuch durch, bei dem 
femoralarterienligierte Ratten auf dem Laufband bei 15m/min bis zur Erschöpfung laufen 
mussten. Die Erschöpfung zeigte sich durch spezifische Gangveränderungen der Ratten (Yang 
et al. 1990). Diese Gangveränderungen wurden auch von einer japanischen Arbeitsgruppe als 
Endpunkt verwandt (Orito et al. 2004). Außerdem wurden Belastungstests in Laufrädern 
durchgeführt. Dabei liefen die Ratten nach der Induktion einer unilateralen 
Hinterlaufischämie über zwei Wochen täglich zunächst bei 12m/min und später bei 20m/min 
in einem elektrisch betriebenen Laufrad (Okyayuz-Baklouti et al. 1989). Bei all diesen 
Versuchen mit Ratten wurden forcierte funktionelle Belastungstests auf dem Laufband bzw. 
im Laufrad durchgeführt. Eine Behandlung sollte zu einer Verlängerung der Laufzeit führen. 
Bei diesen Versuchen waren die Ratten gezwungen, bei einer vorgegebenen Geschwindigkeit 
bis zur Erschöpfung zu laufen. Dies war notwendig, da Ratten nur eine geringe freiwillige 
Laufleistung zeigen. Diese Art der Belastungstests ist dadurch aber mit einem vermehrten 
Stress für die Tiere verbunden. Dieser Stress resultiert einmal aus der Tatsache, dass die Tiere 
zum Laufen gezwungen werden, aber auch schon allein die neue Umgebung bedeutet Stress 
für die Tiere. Chronischer Stress wiederum führt aber zu Veränderungen, die unabhängig von 
Substanzeffekten das Ergebnis beeinflussen können (Moraska et al. 2000). Um dies zu 
vermeiden, haben wir freiwillige Laufradversuche mit Mäusen durchgeführt. Dazu haben wir 
zunächst gesunde C57BL/6-Mäuse ausgewählt, da diese eine starke freiwillige Laufleistung 
von knapp 8 km/ 24 h zeigen. Andere Mausstämme (z. B. DBA/1J, C3H/HeJ, BALB/cyBJ) 
erreichten nur weniger als 4 km/ 24h (Lerman et al. 2002). In unseren Versuchen zeigten die 
gesunden C57BL/6-Mäuse zunächst nur eine Laufleistung von 4 km/ 24 h. Dies konnte aber 
auf die Verwendung von anderen Laufrädern zurückgeführt werden. Diese hatten einen 
Umfang von einem Meter und waren aus einem Metallgeflecht gefertigt. Dadurch waren sie 
relativ schwergängig und nicht mit den kleineren, leichten Plastiklaufrädern (Umfang: 42 cm) 
aus der Studie von Lerman et al. zu vergleichen. Daher verwendeten wir in den folgenden 
Studien auch kleinere Laufräder aus Plastik.  
Die C57BL/6-Mäuse wurden nach einer Einlaufzeit von vier Wochen operiert. Die Ligatur 
der Femoralarterie wurde bilateral durchgeführt, da die Mäuse nach einer unilateralen Ligatur 
auf drei Beinen weiterlaufen können. Somit hätte die gemessene Laufleistung nicht mehr 
eindeutig auf die funktionelle Einschränkung der Durchblutung in der entsprechenden 
Muskulatur zurückgeführt werden können, sondern es wären auch individuelle 





liefen die Mäuse zunächst kaum noch. Im Verlauf konnte man aber eine Erholung in Form 
einer sich steigernden Laufstrecke und Laufgeschwindigkeit beobachten. 
In unserem Pilotversuch mit C57BL/6-Mäusen war die Beeinträchtigung der Laufleistung 
nach der Ligatur durch endogene Kompensationsmechanismen schon nach kurzer Zeit 
aufgehoben. Damit war das Fenster zur Messung eines Therapieeffektes zu klein. Aus diesem 
Grund haben wir im Anschluss zusätzlich Studien in eNOS-/- Mäusen durchgeführt. Als 
pathologisches Tiermodell mit endothelialer Dysfunktion und verminderter Angiogenese 
(Murohara et al. 1998) sollten sich diese Tiere viel langsamer von einer Ligatur der 
hauptzuführenden Arterien erholen. Die Ligatur der A. iliaca communis bei eNOS-/- Mäusen 
führte in eigenen Vorversuchen (nicht dargestellt) auch zu erheblichen Einschränkungen des 
Blutflusses und zu starken trophischen Störungen an den Hintergliedmaßen. Darum haben wir 
uns, im Gegensatz zu unseren Studien an Ratten, zur Durchführung der einfachen Ligatur der 
A. femoralis und nicht der A. iliaca communis entschieden. Trotzdem konnten die 
Einschränkungen in Ruhe damit nicht vollständig verhindert werden. Dies ist auf ein weniger 
stark ausgeprägtes, endogen vorhandenes Kollateralgefäßnetzwerk bei Mäusen allgemein 
(Waters et al. 2004) und auf eine verminderte Kompensationsfähigkeit speziell bei eNOS-/- 
Mäusen (Murohara et al. 1998) zurückzuführen. Daher wurden die Tiere nach der Ligatur alle 
zwei Tage kontrolliert und abhängig von den Veränderungen in verschiedene Kategorien 
(Grad 1- Grad 4) eingeteilt. Tiere mit zu starken trophischen Störungen (Nekrose der 
gesamten Pfote) wurden mit Grad 4 beurteilt und aus der Studie entfernt. Die Gesamtstrecke, 
die Spitzengeschwindigkeit, die Durchschnittsgeschwindigkeit, die längste Laufperiode am 
Stück und die weiteste Strecke am Stück, die Laufinitiationen und die Gesamtzeit die eine 
Maus im Laufrad verbrachte, waren bei den eNOS-/- Mäusen nach der Ligatur stark 
vermindert. Diese Parameter verbesserten sich auch über den gesamten Messzeitraum von 
vier Wochen kaum. Mit der Verwendung eines pathologischen Tiermodells und einer weniger 
starken Ligatur konnte somit ein größeres Zeitfenster zur Wirkung von therapeutischen 
Substanzen bereitgestellt werden. 
In unserer Studie lag die Ausgangslaufleistung der eNOS-/- Mäuse bei etwa 8 km/h. Diese 
Versuche wurden aber auch in kleineren und leichteren Plastiklaufrädern durchgeführt. Die 
Gesamtstrecke, die Gesamtzeit und die Durchschnittsgeschwindigkeit der eNOS-/- Mäuse war 
hier, mit den gemessenen Parametern der gesunden 5-6 Monate alten C57BL/6-Mäuse 
(Lerman et al. 2002) vergleichbar. Auch hier wurden kleinere Laufräder verwendet. Die 






Maus die C57BL/6-Maus ist und daher von ihnen vergleichbare Leistungen erzielt werden 
können. Andererseits zeigte eine Vergleichsstudie zwischen unoperierten C57BL/6-Mäusen 
und eNOS-/- Mäusen einen deutlichen Unterschied zwischen den untersuchten Parametern, 
wie Gesamtstrecke und Durchschnittsgeschwindigkeit. Die eNOS-/- Tiere erreichten hier im 
Vergleich zu den gesunden Mäusen eine signifikant kürzere Gesamtstrecke und eine 
signifikant geringere Durchschnittsgeschwindigkeit (Momken et al. 2004a). Der Unterschied 
in der Gesamtstrecke und in der Durchschnittsgeschwindigkeit der eNOS-/- Mäuse in 
unserem Versuch, im Vergleich zu der Studie von Momken und Kollegen, lässt sich 
wahrscheinlich durch den großen Altersunterschied erklären. Die eNOS-/- Mäuse in 
Momken´s Studie waren schon zu Beginn 10 Monate alt, während die eNOS-/- Mäuse in der 
vorliegenden Arbeit erst knapp 10 Wochen alt waren. Die Einschränkung der Laufleistung bei 
eNOS-/- Mäusen nimmt daher wahrscheinlich mit dem Alter zu. Bestätigt werden konnte dies 
in einer Studie, in der der Einfluss des Alters auf die Laufleistung von eNOS-/- Mäusen, im 
Vergleich zu gesunden Mäusen, untersucht wurde. Die eNOS-/- Mäuse und die gesunden 
Vergleichs- Mäuse wurden im Alter von 12 Monaten und im Alter von 21 Monaten auf ihre 
Laufleistung untersucht. Dies wurde mittels einer forcierten Laufbandmessung ermittelt, bei 
der die Mäuse bis zu ihrer Erschöpfung laufen mussten. Die Laufleistung der eNOS-/- Mäuse 
war zwar schon im Alter von 12 Monaten im Vergleich zu den gesunden Mäusen signifikant 
vermindert und fiel aber bis zum Alter von 21 Monaten noch weiter ab. Dies führten die 
Autoren auf eine, sich mit dem Alter verstärkende Einschränkung der Herzfunktion zurück 
(Ojaimi et al. 2005). Die Einschränkung der forcierten Laufleistung lag hier bei 12 Monate 
alten Tieren bei 30 % (Ojaimi et al. 2005). Im Gegensatz dazu lag die Einschränkung der 
freiwilligen Laufleistung bei 10 Monaten alten Tieren schon bei 50 % (Momken et al. 2004). 
Dies zeigt, dass die Einschränkung der freiwilligen Laufleistung früher und stärker auftritt, als 
die bei der forcierten Laufleistung. Da die Tiere in der vorliegenden Arbeit jedoch noch keine 
eingeschränkte freiwillige Laufleistung zeigten, konnte davon ausgegangen werden, dass sie 
im Alter von 7-10 Wochen an keinen Herzfunktionsstörungen litten. Dies ist insbesondere 
wichtig, da sonst keine klare Abgrenzung zwischen einer eingeschränkten Herzfunktion und 
einer eingeschränkten peripheren Muskelfunktion möglich wäre. Somit könnte eine 
Behandlung auch über eine Verbesserung der Herzfunktion effektiv sein. In der vorliegenden 
Arbeit kann aber davon ausgegangen werden, dass die Einschränkung der Laufleistung alleine 
auf die verminderte periphere Muskelfunktion zurückzuführen war und dass eine Behandlung 





werden, in der eine Behandlung mit Cilostazol bei unoperierten Tieren im selben Alter zu 
keiner Verbesserung der Laufleistung führte. 
 
Insgesamt stellt die Messung der Laufleistung der freiwillig im Laufrad laufenden, bilateral 
ligierten eNOS-/- Mäuse ein neues Modell für Claudicatio intermittens da. Da teilweise 
trophische Störungen nicht vermieden werden konnten, entspricht dieses Modell allerdings 
eher einer schweren Claudicatio intermittens, mit fließenden Übergängen zur PAVK im 
Stadium III nach Fontaine. 
 
5.2 Validierung der Tiermodelle 
Cilostazol  
Cilostazol ist ein 2-Oxoquinolon Derivat und verhindert durch die Inhibiton der PDE III den 
Abbau von cAMP. So führt es zu erhöhten cAMP Spiegeln. cAMP wiederum bedingt über 
verschiedene Mechanismen eine Vasodilatation (Tanaka et al. 1988), eine 
Plättchenaggregationshemmung (Kimura et al. 1985) und eine Proliferationshemmung von 
glatten Muskelzellen (Takahashi et al. 1992). Außerdem führt Cilostazol zu Veränderungen 
im Lipidprofil (Elam et al. 1998).  
Cilostazol ist zur Zeit der Standard in der medikamentösen Therapie der Claudicatio 
intermittens. Aus diesem Grund haben wir dieses Medikament zur Validierung unserer 
Modelle eingesetzt. In präklinischen Modellen zur Hinterlaufischämie wurde Cilostazol 
bisher selten eingesetzt. In einem Modell wurde der Einfluss von Cilostazol auf die 
Hauttemperatur und die Entstehung von ulzerativen Veränderungen an den Hinterläufen von 
Hunden nach akuter arterieller Obstruktion mit Sodium-Laurat-Saline Lösung beobachtet. 
Cilostazol führte hier zu einer signifikanten Verminderung der trophischen Störungen und 
verhinderte den Temperaturabfall im okkludierten Hinterlauf (Kawamura et al. 1985). Diese 
Wirkung wurde auch in einer anderen Studie gezeigt (Murai et al. 1989). Bei beiden Studien 
handelte es sich jedoch wegen der trophischen Störungen eher um Modelle für die kritische 
Extremitätenischämie. In einer anderen Studie untersuchte eine japanische Arbeitsgruppe die 
Wirkung von Cilostazol in einem Modell für Claudicatio intermittens. Hier liefen Ratten nach 
Induktion einer unilateralen Hinterlaufischämie auf einem Laufband, bis sich bei ihnen 






Wochen zu einer signifikanten Verlängerung der Laufzeit, bis diese Gangveränderungen 
auftraten (Orito et al. 2004). Die Gangveränderungen wurden in dieser Studie allerdings 
subjektiv ausgewertet. Daher sind die Ergebnisse nicht eindeutig zu bewerten. Insgesamt 
liegen daher, nach unserem Wissen, keine aussagekräftigen Ergebnisse für Cilostazol in 
präklinischen Modellen für Claudicatio intermittens vor. 
In unserem Modell der unilateralen Hinterlaufischämie der Ratte hatte die Behandlung mit 
Cilostazol keinen Einfluss auf das Körpergewicht oder den systolischen Blutdruck. Bei den 
gesunden Ratten (lean) konnte außerdem kein Einfluss auf die untersuchten Blutparameter 
festgestellt werden. Dahingegen führte Cilostazol bei den diabetischen Ratten zu einer 
signifikanten Senkung der Triglyceride und gleichzeitig zu einer signifikanten Erhöhung der 
LDL- Cholesterin Spiegel. Außerdem kam es in unserer Studie, wahrscheinlich infolge der 
Steigerung der LDL- Cholesterin Spiegel, auch zu einer signifikanten Steigerung der 
Gesamtcholesterinspiegel. Letzteres konnte jedoch in einer anderen Studie, in der bei 
männlichen, diabetischen Tieren eine signifikante Erhöhung der HDL Spiegel beobachtet 
wurde, während das Gesamtcholesterin unverändert blieb, nicht bestätigt werden (Tani et al. 
2000). Bei diesen Tieren handelte es sich jedoch nicht um ZDF Ratten (Typ II Diabetes), 
sondern um Wistar Ratten, bei denen im Alter von etwa acht Wochen durch Streptozotocin 
spontan Diabetes ausgelöst wurde, was einem Typ I Diabetes entspricht. Außerdem waren die 
Tiere in der Studie von Tani und Kollegen jünger (Tani et al. 2000). In dieser präklinischen 
Studie konnte aber auch gezeigt werden, dass die Behandlung mit Cilostazol bei diabetischen 
Tieren zu einer signifikanten Senkung der Triglyceridspiegel führte, was auf eine vermehrte 
Aktivität der Lipoprotein Lipase zurückgeführt werden konnte (Tani et al. 2000). Dies wurde 
für Cilostazol auch in klinischen Studien nachgewiesen. Eine Metaanalyse von acht Phase III 
Studien zeigte, dass die Behandlung mit Cilostazol zu einer signifikanten Senkung der 
Triglyceridspiegel um 15,8 % führt (Thompson et al. 2002). Der Einfluss von Cilostazol auf 
die LDL- Cholesterin Spiegel ist unseres Wissens bisher in keiner anderen präklinischen oder 
klinischen Studie untersucht worden.  
Bei der Messung der Perfusionsdruckindices konnte bei den nicht diabetischen Tieren, nach 
vierzehn Tagen Behandlung mit Cilostazol, ein signifikanter Unterschied festgestellt werden. 
Bei den diabetischen Tieren war durch die Behandlung mit Cilostazol ein Trend zur 
Verbesserung der Perfusionsdruckindices messbar, der aber nicht signifikant wurde. In 
klinischen Studien führte die Behandlung mit Cilostazol meist zu einer Verbesserung des ABI 
(Samra et al. 2003), die aber zum Teil auch nur gering war (Mohler, III et al. 2001). In einer 





Verbesserung des ABI festgestellt werden (Tsushima et al. 1996). Daher ist es möglich, dass 
die Wirkung von Cilostazol auf den Perfusionsdruckindex in unserem Modell zwar 
vorhanden, aber nicht sehr stark ausgeprägt ist. Da in klinischen Studien der primäre 
Endpunkt eigentlich die maximale Gehstrecke ist (Labs et al. 1999), wurde in der 
vorliegenden Arbeit die Wirkung von Cilostazol auf die Muskelfunktion überprüft. 
Bei der invasiven Messung der Ischämie bedingten Muskelermüdung war die Wirkung von 
Cilostazol eindeutig. Die Behandlung bewirkte bei den nicht diabetischen als auch bei den 
diabetischen Tieren eine signifikante Verbesserung der absoluten Werte, aber auch der 
Verhältnisse vom ischämischen zum nicht ischämischen Bein (I/NI) von allen in der 
vorliegenden Arbeit untersuchten Parametern. Ausnahmen davon waren ausschließlich fünf 
Minuten nach Beginn der Messung festzustellen. Grund hierfür könnte sein, dass sich die 
Parameter bei einigen Tieren zu diesem Zeitpunkt noch nicht auf den Maximalwert abgesenkt 
bzw. gesteigert hatten. Damit konnte gezeigt werden, dass hier die Behandlung mit Cilostazol, 
im Gegensatz zu dem Serotonin Antagonisten (Janiak et al. 2002), zu keiner 
unterschiedlichen Wirkung bei diabetischen und nicht diabetischen Tieren geführt hat. 
Auch bei der nicht invasiven Messsung der Ischämie bedingten Muskelermüdung führte die 
Behandlung mit Cilostazol bei den ZDF Ratten zu einer signifikant schnelleren und stärkeren 
Erholung. Am deutlichsten war diese Wirkung vierzehn Tage nach der Ligatur zu beobachten. 
Erst nach acht Wochen verringerte sich die prozentuale Steigerung der Ermüdungsparameter 
durch die Behandlung mit Cilostazol auf unter 20 %. Dies war aber hauptsächlich dadurch zu 
erklären, dass sich nach acht Wochen das ischämische Bein, infolge endogener 
Kompensationsmechanismen, langsam wieder an das nicht ischämische Bein angenähert 
hatte. Zu diesem Zeitpunkt hätte eine Steigerung der Parameter der Muskelermüdung im 
ischämischen Bein um mehr als 20 % zu einer Verbesserung geführt, die über denen des nicht 
ischämischen Beins gelegen hätten.  
Um zu sehen, ob die Verbesserung der reinen Funktion durch Cilostazol auch eine 
Verlängerung der Laufstrecke von Mäusen mit beidseitiger Hinterlaufischämie bedingt, 
wurden 50 % der Tiere nach der Operation mit Cilostazol behandelt. Die Wirkung von 
Cilostazol auf die Laufstrecke von gesunden Mäusen mit induzierter bilateraler 
Hinterlaufischämie war zwischen der ersten und dritten Woche nach der Ligatur signifikant. 
Aber aufgrund der raschen Erholung der unbehandelten Mäuse konnte dieser Effekt nicht 
dauerhaft herausgestellt werden. Dieses Modell entsprach aber auch nicht der klinischen 






Aus diesem Grund wurden die Versuche an einem pathologischen Tiermodell mit 
endothelialer Dysfunktion wiederholt. Bei der Studie mit eNOS -/- Mäusen konnte nun 
dauerhaft gezeigt werden, dass die Behandlung mit Cilostazol zu einer Verbesserung der 
Laufleistung führt. Insgesamt legten die behandelten Mäuse, im Vergleich zu den 
unbehandelten Mäusen, eine längere Gesamtstrecke zurück, erreichten höhere 
Spitzengeschwindigkeiten und damit auch eine höhere Durchschnittsgeschwindigkeit und 
verbrachten außerdem eine längere Zeit im Laufrad. Auch die weiteste, am Stück 
zurückgelegte Strecke und die längste, am Stück gelaufene Periode waren 24 Tage nach der 
Ligatur signifikant verlängert. Die Behandlung führte außerdem zu einer erhöhten Anzahl an 
Laufinitiationen. Um zu sehen, ob die Behandlung mit Cilostazol vielleicht doch auch andere 
Parameter als die Muskelfunktion     (z. B. Herzfunktion, Verhalten) beeinflusst, die zu einer 
erhöhten Laufleistung führen könnten, haben wir eine weitere Studie mit unoperierten 
Mäusen durchgeführt. Dazu wurde eine Gruppe von Mäusen nach der Einlaufzeit mit 
Cilostazol behandelt und es wurde der Einfluss der Behandlung über 2 1/2 Wochen 
beobachtet. Die Auswertung zeigte, dass die Behandlung mit Cilostazol bei unoperierten 
Mäusen zu keiner Veränderung der Laufleistung führte. Dies bestätigt die Annahme, dass 
Cilostazol nur zu einer Verbesserung der Ischämie bedingten Muskelfunktion führt. Bei den 
trophischen Störungen, die in diesem Modell der bilateralen Hinterlaufischämie der Maus 
zum Teil auftraten, führte Cilostazol zu einer signifikanten Verminderung der Häufigkeit des 
Auftretens und der Schwere der Störung. In der Gruppe der mit Cilostazol behandelten Tiere 
kam es zu signifikant weniger totalen Nekrosen (Grad 4). Dies ist auch in anderen Studien 
gezeigt worden, in denen eine Behandlung mit Cilostazol zu einer signifikanten 
Verminderung der trophischen Störungen geführt hat (Kawamura et al. 1985, Murai et al. 
1989). 
 
Die Tatsache, dass Cilostazol zu einer Verbesserung der in diesen neuen Modellen 
untersuchten Parameter geführt hat, bestätigt die Prädiktabilität dieser Modelle und zeigt, dass 












Die periphere arterielle Verschlusskrankheit im Stadium II nach Fontaine, (Claudicatio 
intermittens) ist eine Erkrankung, die zu einer Einschränkung der Leistungsfähigkeit und der 
Lebensqualität des Betroffenen führt. Medikamente zur symptomatischen Behandlung sind 
allerdings nur begrenzt verfügbar. Zur Entwicklung neuer Substanzen stehen aber kaum 
prädiktive Tiermodelle zur Verfügung. Ziel dieser Arbeit war es daher verschiedene neue 
Tiermodelle an der Ratte und an der Maus zu entwickeln. Diese sollten die klinische Situation 
des Patienten genau widerspiegeln. Zur Validierung der neuen Modelle wurde der PDE3 
Inhibitor Cilostazol eingesetzt. Cilostazol gilt als der Gold-Standard der symptomatischen 
Therapie von Claudicatio intermittens.  
Mittels einer Ligatur der A. iliaca communis wurde bei gesunden und bei diabetischen Ratten 
eine unilaterale Hinterlaufischämie induziert. Diese führte in der entsprechenden Muskulatur 
zu chronischen Einschränkungen in der Durchblutung und im Perfusionsdruck, die mit den 
Einschränkungen beim Patienten mit Claudicatio intermittens zu vergleichen waren. Folgend 
wurde invasiv und nicht invasiv untersucht, inwieweit diese Einschränkung der Durchblutung 
in Ruhe unter Belastung zu Funktionsveränderungen der entsprechenden Muskulatur führen. 
Festgestellt werden konnte, dass der Hinterlauf mit induzierter Ischämie, im Vergleich zum 
kontralateralen Hinterlauf, innerhalb von zehnminütiger Belastung deutliche Zeichen der 
Ermüdung zeigte. Die Muskelermüdung war charakterisiert durch eine geringradige 
Verminderung der Kraft, eine mittelgradige Verminderung der Kontraktionsgeschwindigkeit, 
eine deutliche Verlängerung der Relaxationszeit und eine starke Verminderung der 
Relaxationsgeschwindigkeit. Die Behandlung mit Cilostazol führte zu einer signifikanten 
Verbesserung der belastungsinduzierten Muskelermüdung.  
Um die Muskelfunktionseinschränkung auch am wachen Tier zu messen, wurden zusätzlich 
Laufradversuche mit Mäusen entwickelt. Hier zeigten gesunde C57BL/6-Mäusen nach der 
Induktion einer bilateralen Hinterlaufischämie zunächst deutliche Einschränkungen in der 
freiwilligen Laufleistung, erreichten aber nach etwa drei Wochen fast wieder ihre 
Ausgangslaufleistung. Die Behandlung mit Cilostazol zeigte zwar eine Verbesserung, die aber 
aufgrund der schnellen Erholung der unbehandelten Mäuse nicht dauerhaft herausgestellt 
werden konnte. Damit war das Fenster zur Messung eines Therapieeffektes zu klein. Im 
Gegensatz dazu führte die bilaterale Ligatur der A. femoralis bei eNOS-/- Mäusen zu einer 
chronischen Einschränkung der freiwilligen Laufleistung. Die Behandlung mit Cilostazol 





Diese Ergebnisse zeigen, dass sich die neuen Modelle zur Testung von Substanzen für die 






































Intermittent claudication is a common disease with limited treatment options. The 
identification of new drugs is hampered by the lack of predictive animal models. We therefore 
developed new in vivo models mimicking the situation of patients with intermittent 
claudication. To validate these models, we studied the effectiveness of the PDE3 inhibitor 
cilostazol, the current gold standard in the symptomatic therapy of patients with intermittent 
claudication. 
Unilateral iliac artery ligation in rats (Zucker Diabetic Fatty rats and lean control rats) led to 
chronically impaired blood flow and perfusion pressure in the ischemic leg. The perfusion 
pressure index (ischemic to the non-ischemic control leg) closely resembled the ankle brachial 
index found in patients with intermittent claudication. This clinically relevant impairment of 
perfusion pressure at rest led to an exercised induced muscle fatigue in the ischemic leg 
minutes after the initiation of repetitive muscle contractions. This muscle fatigue was 
characterized by a slight reduction of contraction force, a moderate reduction of contraction 
velocity, a marked increase in relaxation time and a strong reduction of relaxation velocity. 
Cilostazol led to a significant amelioration of the exercise-induced muscle fatigue. 
Furthermore we established an mouse voluntary running wheel model of bilateral hind limb 
ischemia. In wild type mice the running ability was reduced during the first 3 weeks after the 
induction of bilateral hind limb ischemia, but returned to nearly normal levels thereafter. 
Cilostazol treatment was associated with an improved running distance, however due to the 
strong recovery of the placebo treated animals the effect was diminished over time. In contrast 
to this finding the running ability was chronically impaired in eNOS deficient mice, in which 
we were able to show a positive effect by cilostazol, which even increased over time. 
Taken together these novel animal models of intermittent claudication will be useful to 
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